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Uber Bacterio-Chlorophyll }). 
231 Von 
244 Hans Fischer. Robert Lambrecht und Hellmuth Mittenzwei. 


Mit 4 Figuren im Text. 





253 
9 
ze (Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
281 (Der Schriftleitung zugegangen am 2s. Februar 1938.) 
284 
Vor einiger Zeit berichtete E. Schneider?) iiber das Bacterio- 
Chlorophyll der Purpurbakterien. Mit Hilfe der Willstitter- 
schen Methode, den Bakterien-Acetonextrakt in 22°/,ige Salz- 
siure einzufiltrieren, konnte er einen Kérper erhalten von phio- 
r. f—  phytinihnlichen Eigenschaften. Es gelang ihm, qualitativ den 
os Nachweis des Magnésiums mit Hilfe von Tetra-oxy-anthrachinon 
zu erbringen, woraus er schlo8, da im urspriinglichen Aceton- 
rl. —  extrakt, der allerdings keiner Reinigung unterzogen war, Bacterio- 
“— Chlorophyll vorhanden sei. Mit Hilfe von konzentrierter Salz- 
dt. siure erhielt er aus diesem ,,Phiophytin“, das Phytol oder einen 
er. — anderen hochmolekularen Alkohol enthalten sollte, und hieraus zwei 
er, | neue Derivate, die mit ,,Bacterio-phaophorbid b“ und ,,Bacterio- 
phiophorbid a“ bezeichnet wurden. Die ,a-Komponente“ war nur 
in geringer Menge vorhanden, die ,,b-Komponente“ war krystalli- 
_ siert und sollte die Zusammensetzung C,,H,.N,O,-1/,H,O besitzen. 
ter — Dieser Kérper wurde mit Diazo-methan in_,,Bacterio-methyl- 
phiophorbid b“ von der Formel C,,H,,N,O, iibergefiihrt. Spektro- 
7. skopisch konnte dann noch Oxim-Verschiebung sowie ein ,,Bacterio- 
ai- rhodin* beobachtet werden. Eine Isolierung der entsprechenden 
= Kérper erfolgte nicht. Beobachtet wurde weiterhin durch Abbau 
P | mit Eisen—Ameisensiure eine Reihe von Porphyrinen, die um 


| bzw. 2 Kohlenstoffatome firmer sind als das Ausgangsmaterial, 
kK. — ecbenso wie dies K. Noack bei seinen Chlorophyll-porphyrinen 
' beobachtet hatte, und E. Schneider weist darauf hin, daB auch 


1) 2. Mitteilung zur Kenntnis des Bacterio-chlorophylls; 1. Mitteilung 
Liebigs Ann. 515, 148 (1935); vgl. auch vorliufige Mitteilung Diese Z. 249, I 
1987). 

*) Diese Z. 226, 221 (1984). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 
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H. Fischer, R. Lambrecht und H. Mittenzwei, 


,neue Chlorophyll-porphyrine, die im Laboratorium K. Noack 
durch oxydativen Abbau gewonnen worden sind, ebenfalls ein. 
deutig um ein Kohlenstoffatom irmer sind, als H. Fischer 
entsprechende Phioporphyrine, also in ihrer C-Zahl mit meine: 
Bacterio-porphyrinen iibereinstimmen“!). Spektroskopisch konnte 
durch Alkaliabbau Phyllo- und Pyrroporphyrin beobachtet werden. 
H. Fischer und J. Hasenkamp’) konnten nun aus Bacterio- 
phiiophytin mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff neben dem _ in 
schénen, blauen Rauten krystallisierenden Bacterio-methyl-phio- 
phorbid Oxo-phioporphyrin a, bzw. Oxo-phyllerythrin isolieren, 
und zwar wurde das gleiche Resultat bei Thiocystis- wie bei 
Rhodovibrio-Kulturen erhalten, womit der Beweis der Identitiit 
des Bacterio-Chlorophylls der Thio- sowie Athiorhodaceen erbracht 
war. Aus Bacterio-methyl-phaiophorbid selbst konnte Oxo-phiio- 
porphyrin a,-ester in reinem, krystallisiertem Zustand gewonnen 
werden und seine Identitit mit Oxo-phioporphyrin a,-ester aus 
Chlorophyll a bzw. Phiophorbid a erkannt werden. Damit war 
natiirlich die Annahme E. Schneiders, es handele sich hier um 
ein ,,b-Derivat“, hinfallig. Ks handelt sich hier um Derivate des 
Chlorophyll a. 

Porphyrine mit gleicher Anzahl von Kohlenstoffatomen, 
nimlich 34 wie Chlorophyll selbst (bei Nichtberiicksichtigung der 
Ester-Gruppen), sind in groBer Anzah! von H. Fischer und seinen 
Schiilern durch Jodwasserstoffreduktion gewonnen worden. Chloro- 
phyll a selbst entspricht folgender Konstitutionsformel (I): 


H,C; ‘ 5 CH=CH, H,C is a C,H, 
I | II 
H¢ -Mg CH 
/ \N X/ 
es. C - 4 
iv ' IT 
H,C= _ HC _- —' "CH, 
I . O 
Phytyl—OOC COOCH, 


1) a, a. O., S. 283. 

*) H. Fischer u. J. Wasenkamp, Liebigs Ann. 515, 148 (1935); vgl. 
auch H. Fischer, J. Riedmair u. J. Hasenkamp, Liebigs Ann. 508, 
224 (1934). 
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Uber Bacterio-Chlorophyll. 3 


Ks triagt in 2-Stellung eine Vinyl-Gruppe und y- und 6-Stellung 
sind durch eine in 10-Stellung carbmethoxylierte Athan-9-on- 
Briicke miteinander verbunden. Kern III ist ein Pyrrolinring, 
der die optische Aktivitit des Chlorophylls und seiner Derivate 
erklart. Bei Behandlung mit farblosem Jodwasserstoff entstehen 
nun entsprechend folgendem Schema 


Cin, + —chi—on, —» —cHOH—CH, —» cOocH, 
lie Oxo-porphyrine. 

Mit Diazomethan—Methylalkohol konnte Bacterio-methyl- 
puiiophorbid genau so wie Methyl-phiophorbid a aufgespalten und 
so der schén krystallisierende Bacterio-chlorin-triester erhalten 
werden. Kin Anhaltspunkt fiir das Entstehen eines dem Rhodin g 
analogen Kérpers, wie es in der Chlorophyll-Reihe der Fall ist, 
konnte nicht gewonnen werden. Auf Grund der bisherigen Be- 
funde wurde also im Prinzip dem Bacterio-methyl-phiophorbid 
folgende Formel (Il) zugeschrieben 





HC — oc 
Mi? CH a. 
N NH 
HC CH 
\ NH N 
Ui x C ay 
| ) 
| , 
H,C CH — . : | CH, 
| © 
CH, ; 2 8 
i O 
H,COOC COOCH, 


vobei allerdings der Wasserstoffgehalt als nicht sicher bezeichnet 


verden muBbte. Auch wies der dem Phiophorbid a und b gegen- 
iber ginzlich abweichende spektroskopische Befund auf eine ver- 


inderte Struktur hin. 
Wir geben zunichst die Spektren der einschligigen Korper 


wieder. Deutlich ist sowohl in der Bacterio-phorbid (a) wie der 
-chlorin-Reihe (a,) das starke Hervortreten der vierten Bande, ein 
Befund, der weder mit Phiophorbid a(c) noch mit Phiophorbid b (d) 
in Analogie zu bringen ist. Dagegen zeigen die Dehydrierungs- 
’rodukte (b bzw. b,) deutlich Beziehungen zur a-Reihe (c bzw. ¢,), 


ur daB das gesamte Spektrum nach Rot verschoben ist, was 
nit unserer Konstitutionsauffassung in EKinklang zu bringen ist. 
1* 
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H. Fischer, R. Lambrecht und H. Mittenzwei, 





Die Aufklirung dev Feinstruktur des Bacterio-Chlorophy] 
konnte nur in Angriff genommen werden, wenn geniigend Aus 
gangsmaterial zur Verfiigung stand. Aus diesem Grunde mubBt:. 
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Bacterio-Methylphiophorbid a 


2- Acetyl-methyl-phaophorbid 
, analytisch‘‘ 


Methyl-phaophorbid a 


Methyl-phaiophorbid b 


Bacterio-chlorin e,-trimethylest: 


2-Acetyl-chlorin e,-trimethylest: 
, analytisch*‘ 
Chlorin e,-trimethylester 


Rhodin g,-trimethylester 


vor allem die Bakterienzucht vergréBert werden. H. Fischer und 
J. Hasenkamp!) ziichteten die Thiocystis-Bakterien in 5 Liter- 
Stdpselflaschen und bekamen nach dieser Methode im Verlaute 
von 3 Wochen aus 150 Liter Kulturlésung etwa 100 mg Roh- 
Bacterio-phaophytin und daraus etwa 50 mg Bacterio-methy|- 


Thiocystis-Bakterien. 


5 Liter-Flasche. Anreicherungskultur 1 x 800 


phiiophorbid a’). Da infolge Platzmangels eine Bakterien-GroB- 
zucht mittels 5 Liter-Flaschen nicht in Frage kam, wurde eit 
neues Verfahren ausgearbeitet. In 5 Liter-Stépselflaschen wurden 





') Liebigs Ann. 515, 148 (1935). 


















































Uber Bacterio-Chlorophyll. 5 


hyl einkulturen von Thiocystis — nach den mikroskopischen Unter- 
Aus .ichungen von Herrn Prof. Dr. R. Gistl vom Botanischen Institut 
ubt r Technischen Hochschule Miinchen kann man die Kulturen 

| als ,technisch rein“ bezeichnen (vgl. Fig. 2) — durch oftmaliges 
ida | {| berimpfen auf etwa 320 Liter angereichert. Die anorganische 
= \ahrlésung der Flaschenkulturen setzt sich in der Hauptsache 


nach den Angaben von H. Gaffron zusammen. Statt Natrium- 
sulfhydrat wird Natriumsulfid') in etwas gréBerer Konzentration 
verwendet. AuBerdem wurde die Konzentration des primiren 
\aliumphosphates erhéht. Mit dieser Anreicherungskultur wird 











Fig. 3. 


die Nihrlésung von 34 60 Liter-Glasballonen angeimpft. Fiir die 

Bakterien-GroBzucht ist eine genaue mikroskopische Kontrolle 

des angereicherten Impfmaterials auf Beweglichkeit und Reinheit 

unerlaBlich. Durchschnittlich 5°/, der Flaschenkulturen sind fir 
‘mpfzwecke unbrauchbar. 

Kine Belichtung der Ballonkulturen von auBen kam nicht in 

“rage und so ergab sich zwangsliufig die Notwendigkeit, die 

uicht- und Wirmequelle in das Innere der Ballonkulturen (vgl. 

“ig. 3) zu verlegen. Zu diesem Zwecke wurde ein geeigneter 

euchtkérper konstruiert, der fiir die Konstanthaltung der opti- 

B- oalen Temperatur und fir die Zufuhr der nétigen Lichtenergie 

orgt. Dieser Leuchtkérper besteht aus einer einseitig ver- 


in chlossenen und mit Bleischrot beschwerten Glasréhre. Im Innern 


1!) A. Lehner, Diss., Technische Hochschule, Miinchen 1937. 
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6 H. Fischer, R. Lambrecht und H. Mittenzwei, 


der Glasréhre sind 3 FaBausleuchtlampen angebracht, die durc. 
ein Kabel mit der Stromquelle verbunden sind. Die Leucht- 
kérper der einzelnen Ballonkulturen sind durch Parallelschaltunyg i 


miteinander verbunden. Auf diese Weise wird eine intensive un‘ ‘ 
fiir die gesamte Fliissigkeitsmenge annihernd gleich starke Be- | d 


lichtung und Erwirmung und in Verbindung damit ein sehr gutes 
Wachstum der Bakterien erzielt. Fiir die Bakterien-GroBzucht 
ergab sich u. a. folgende Schwierigkeit: Bei der Herstellung der | 
Nahrlésung wird mit Leitungswasser gearbeitet, das durchschnitt- , 


lich 8S—12° hat. Es muB daher zur Erreichung der optimalen G 
Temperatur eine Differenz von etwa 25° iiberwunden werden. } . 
Da die optimale Temperatur mit Hilfe des Leuchtkérpers erst ‘ 
nach 1—2 Tagen erreicht wird, besteht die groBe Gefahr, dat! Si 
3 ¥ 
f Oo a 
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Fig. 4. d 
Thiocystis-Bakterien. Ballonkultur 1 x 1200. \ 





andere Bakterien (farblose Stibchen, Bacterium fluorescens usw. 


vorstoBen. Durch Verwendung von entsprechend konstruierten | 
Tauchsiedern (1000 Watt) werden die Ballonkulturen nach dem 
Uberimpfen in 1!/, Stunden auf optimale Temperatur (36°) ge- 


von Paraffin verhindert. Die Nihrlésung ist die gleiche wie bei 
den Anreicherungskulturen. Zur Beschleunigung des Wachstums 
werden auBerdem noch entsprechende Mengen Kaliumbutyrat und 
Natriummalat zugesetzt?). 

Unter diesen Bedingungen war ein ausgezeichnetes Bakterien- 
Wachstum festzustellen, wie auch aus der Fig. 4 hervorgeht. Man 
sieht deutlich im Innern der Bakterien die Schwefelablagerungen. | N 


ws Pia. . : 

bracht. Der Zutritt von Sauerstoff wird durch eine diinne Schicht 
] 

i 


Vel. FuBnote 1, S. 7. 
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Uber Bacterio-Chlorophyll. ‘ 


ein Zeichen fir das gute Gedeihen der Thiocystis-Bakterien. 
Wenn nur unter optimalen Ziichtungsverhiltnissen tritt die Ab- 
lagerung von Schwefel ein. Im _ iibrigen sollen die Schwefel- 
ablagerungen in der Natur in Anschwemmungsgebieten vielleicht 
durch &hnliches Bakterien-Wachstum bedingt sein, und es wiirde 
sich vielleicht lohnen, an solchen Fundstitten auf Chlorophyll- 
Derivate zu fahnden. 

Da die ersten Versuche mit den Ballonkulturen verhiltnis- 
miBig schlecht verliefen, muBten weitere Zusiitze gefunden werden, 
die das Wachstum der Bakterien beschleunigen. Schon H.Gaffron}) 
hat in seinen Arbeiten iiber die Assimilation bei den Athio- 
rhodaceen darauf hingewiesen, daB diese Bakterien freie Kohlen- 
siure bei Belichtung assimilieren. lLeitet man durch eine ent- 
sprechende Vorrichtung taglich 10 Minuten lang Kohlensiure in 
die Ballonkulturen von Thiocystis, so erhéht sich die Ausbeute 
an Trockenbakterien um tber 100°/,. A. Lehner?) hat bei ihrer 
Kulturmethode (Thiocystis) die von H. Gaffron angegebene Nihr- 
ljsung insofern abgeindert, als sie die Konzentration des Natrium- 
sulfides — Gaffron arbeitet mit Natriumsulfhydrat — um das 
10 fache erhéhte. Bei den Ballonkulturen erwies sich ein erhéhter 
Natriumsulfid-Gehalt — 12g statt 6g pro Ballon — ebenfalls 
als wachstumsfordernd. AuBerdem bewihrte sich eine ,,Nach- 
fiitterung“ der Kulturen mit 6g Sulfid nach je 6 Tagen sehr gut: 
hei 34 Ballonen stieg die Gesamtausbeute an ‘Trockenbakterien 
um etwa 250g. Bei Zusatz von Acetylen und Butadien zeigen 
die Thiocystis-Kulturen zwar einen hohen Reinheitsgrad, das 
Wachstum ist jedoch geringer. Im iibrigen sollen die Versuche 
mit anderen Kohlenstoffquellen noch fortgesetzt werden. 

Die nach etwa 14 Tagen ausgereiften Kulturen werden mit 
Hilfe eines Westfalia-Separators abzentrifugiert. Bei 10 stiindiger 
Arbeit werden etwa 700 Liter Kultur am Tag zentrifugiert. Der 
Bakterienschlamm wird auf Glasplatten vorsichtig bis zum Ab- 
blittern der Masse getrocknet. Aus etwa 2000 Liter Kultur- 
lssung erhilt man durchschnittlich 950 g Trockenbakterien und 
daraus durch Extraktion etwa 2 g Roh-Bacterio-phaophytin. 

Nach den Berichten von W. Bavendamm’) kénnen Thio- 
cystis-Rohkulturen aus den verschiedensten Ausgangsmaterialien, 


!) Biochem. Z. 260, 1 (1933); 269, 447 (1934); 275, 301; 279, 1 (1935); 
Naturw. 7, 103 (1936); 44, 717 (1937). 
2) a. a. O. 
3) ,,Die farblosen und roten Schwefelbakterien“, Jena (1924). 











8 H. Fischer, R. Lambrecht und H. Mittenzwei, 


wie Abwiissern, SiiBwassertiimpeln, verfaultem Laub usw. gewonne 
werden. A. Lehner!) entdeckte im Pferdemist eine ausgiebige 
Fundquelle fiir Schwefelbakterien. Ebenso konnte bei einer Probe 
Ostseeschlick nach Zugabe von Thiocystis-Nahrlésung starkes | 
Wachstum von verschiedenen Thiorhodaceen beobachtet werden. | 
Wie H. Fischer und E. Haarer?) feststellen konnten, enthalten 
Perlmuschelschalen (Pteria vulgaris Schum.), die sich durch starke 
Fluorescenz auszeichnen, Uro-porphyrin. Es bestand daher die 
Méglichkeit, daB das Uro-porphyrin nicht durch die Titigkeit der 
Muscheltiere erzeugt wird, sondern durch Bakterien-Wachstum. Aus 
diesem Grunde brachten wir eine Probe des stark fluorescierenden 
Belags in die Nahrlésung hinein, in der nach 4—6 Tagen iippiges 
Wachstum von Thiocystis-Bakterien entstand. Da jedoch keinerlei 
Anhaltspunkt dafiir gegeben ist, da’ in Thiocystis-Bakterien Uro- 
porphyrin enthalten ist, haben diese Thiocystis-Bakterien mit der 
Entstehung des Uro-porphyrins nichts zu tun. Wir halten es 
aber trotzdem nicht fiir ausgeschlossen, daB das Uro-porphyrin 
I und III) der Perlmuschelschalen sekundar erzeugt wird. Sehr 
wichtig wire die Untersuchung der Muscheltiere selber auf Uro- 
porphyrin sowie die Art ihres Blutfarbstoffes. 

Die Frage, ob Bakterien, die auf einer kiinstlichen Nahr- 
tliissigkeit geziichtet werden, in der Lage sind, Sterine aufzubauen. 








* 


kann zur Zeit noch nicht mit voller Sicherheit beantwortet werden. 
Wahrend E. Hecht*) das Vorkommen von Sterinen in Tuberkel- 
bazillen und anderen siurefesten Bakterien, wie Bact. coli, bejaht. 
stellen v. Behring‘) und Chargaff*) sowie Anderson, Schén- 
heimer, Crowder und Stodola®) fest, daB Bakterien sterinfrei 
| sind. Dagegen finden R. Sifferd und R. Anderson‘) im un- 
verseifbaren Material des Fettes von Azotobacter chroococcun 
ein Steringemisch, das jedoch in seinen Eigenschaften von allen 
bekannten reinen Sterinen verschieden ist. Die Nahrlésung de: 
Thiocystis-Bakterien ist sterinfrei. Es war daher von besonderem 
Interesse, die Thiocystis-Bakterien auf einen eventuellen Gehalt 
an Sterinen zu untersuchen. Zur Untersuchung gelangten sowoh! 
frisch zentrifugierte Bakterien, als auch solche, die von den 
stérenden Begleitfarbstoffen befreit waren. Die Bakterien wurde: 





1) a. a. O. *\ Diese Z. 204, 101 (1932). 

) Diese Z. 231, 29 u. 279 (1935). Diese Z. 192, 112 (1930). 
Diese Z. 217, 115; 218, 223 (1938). 

Diese Z. 237, 40 (1935). 

Diese Z. 239. 270 (1936). 
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ine) vit Aceton bzw. Petrolither in der Kialte und in der Hitze 
bige oxirahiert. Weitere Proben wurden mit Alkoholat am RiickfluB 
robe yyw. bei 170° unter Druck, ferner mit Alkohol—Ather und schlieB- 
rkes | lich mit konzentrierter Salzsiure aufgeschlossen. Bei den er- 
den : haltenen Extrakten verliefen sowohl die Digitoninfillung als auch 
lten | die bekannten Farbreaktionen eindeutig negativ. 

irke H. Nakamura!) konnte vor kurzem nachweisen, dai die 
die | <clwefelfreie Purpurbakterie, Rhodobacillus palustris, sowohl bei 
der aerober wie bei anaerober Kultur eine reichliche Menge Katalase 
Aus — enthialt, deren Wirkung durch Hydroxylamin, Blausiiure, Schwefel- 
den } wasserstoff usw. gehemmt werden kann. Die Versuche H. Naka- 
ges — uras?) wurden auch auf Thiocystis-Bakterien iibertragen. Unter- 
rlei sucht wurden sowohl frisch zentrifugierte und mit destilliertem 
TO- Wasser gut gewaschene Bakterien, als auch solche, die mit waB- 
der riger Acetonlésung bis zur Farblosigkeit extrahiert waren (jeweils 
es Ballonkulturen). In beiden Fallen verlief der Katalasenachweis 
rin mit 3°/,iger Wasserstotisuperoxyd-Lésung positiv. Bei Zugabe 
ehr von Blausiure war erst nach }/, Stunde eine mibige Sauerstoff- 
ro- — entwicklung zu beobachten. 

Nach R. Willstatter?) gehért die Chlorophyllase zu den 
hr- Esterasen. Sie ist jedoch vollkommen spezifisch und laBt sich 
en, nicht durch andere Esterasen vertreten. Umgekehrt sind auch 
el. die Chlorophylle fiir die in den Blattern vorhandene Chloro- 
el- phyllase spezifische Substrate. Weiter stellte R. Willstatter 
ht, fest, daB nur das mit dem Phytolrest veresterte Carboxyl dem 
n- § KkinfluB der Chlorophyllase unterliegt, das, wie J. B. Conant und 
rel —& 4H. Fischer bewiesen, der in 7-Stellung am Kern IV des Phorbin- 
n- Systems haftenden Propionsiiure angehért. Nach H. Fischer 
mF 6uund W. Schmidt’) unterliegen nur solche Phiophorbid-ester 
el der enzymatischen Einwirkung, deren Propionsiiure-Rest durch 
er acyclische, aliphatische Alkohole verestert ist. 

a In Anbetracht der spezifischen Beziehungen zwischen Enzym 
lt und Substrat war es fiir die Konstitutionsaufklirung des Bacterio- 
e (hlorophylls von groBer Bedeutung, wie sich das letztere und 
7 seine Derivate gegeniiber der Chlorophyllase verhalten. Die 


1) Acta phytochimica (Tokyo) 9, 189 (1937). 

4) R. Willstitter u. A. Stoll, ,,Untersuchungen iiber Chlorophyll“ 
Chlorophyllbuch“), Berlin 1913, 8. 172, 188, 194; R. Willstatter, ,,Unter- 
-uchungen itiber Enzyme“, Berlin 1928, I, S. 251—337. 
*) Liebigs Ann. 519, 244 (1935). 
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enzymatischen Untersuchungen wurden — nach vielen Versuch» 
mit anderen chlorophyllhaltigen Gewiichsen — mit dem Blattmeh| 
von Datura stramonium (Stechapfel) durchgefiihrt, von dem un; 
Herr Prof. Dr. P. Rothemund freundlicherweise gréBere Menger 
zur Verfiigung stellte. P. Rothemund stellte als erster fest, dag 
Dat. stram. reichlich Chlorophyllase enthalt}). Die Reinigung de; 
Blattmehles von den stérenden Begleitfarbstoffen wurde, abgesehen 
von einigen Abiainderungen, nach dem Verfahren von R. Will. 
stitter’) durchgefihrt. R. Willstatter fiihrte als Test fiir dic 
Aktivitat des von ihm verwendeten Enzymmehles (Heracleum 
spondylium, Galeopsis tetrahit u. a.) die sogenannte ,,Basizitits. 
probe* ein*). Diese Probe besteht darin, daB man das bei der 
enzymatischen Hydrolyse von Chlorophyll resultierende Chloro- 
phyllid a und b nach Aufarbeitung iiber Ather mit 22°/ iger Salz. 
siiure extrahiert. ,,Wird der Ather bei wiederholtem Ausschiittels 
mit der Siure reingelb, ohne rote Fluorescenz, so ist quantitatir 
enzymatische Umwandlung erfolgt.* Bei Enzymmehl aus frischen 
Blattern bewihrt sich diese Methode zweifellos gut, bei dem von 
uns verwendeten Material hat sie jedoch in den meisten Fallen 
versagt. Da das Chlorophyll des schon einige Zeit gelagerten 
Blattmehles teilweise zersetzt war, fiel die ,.Basizititsprobe“ immer 
positiy aus, auch wenn die Enzymwirksamkeit schon sehr gering 
war. Um diese Fehlerquellen auszuschalten, wurde eine neue 
Methode ausgearbeitet: 10 mg umkrystallisiertes Phiophorbid a 
werden in wiBriger Acetonlésung unter Zusatz von Methylalkoho! 
mit 2,5 ¢ gereinigtem Enzymmehl umgesetzt. Nach Abtrennung 
des unveresterten Phiophorbid a wird die pyridin - itherische 
Lisung, die das enzymatisch veresterte Methyl-phiophorbid 

enthalt, mit Standardlésungen von 0,5, 1, 1,5 usw. mg Methy)- 
phiioy sae a verglichen. Durch spektroskopischen Vergleich 
der Bandenintensitaten sowie durch colorimetrischen Vergleich 
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— 
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der Fa were iefe kann der Prozentsatz der Veresterung und dias 
die Enzymwirksamkeit ziemlich genau angegeben werden. Bet 
gutem Stechapfelmehl betrigt die Enzymwi irksamkeit durchschnit 


lich 50—60°). ' 
a inant von Bacterio- Chlorophyll a und seinen 
Derivaten mit Chlorophyllase hatten folgendes Ergebnis: Posit: 


verhalten sich Bacterio-Chlorophyll a, Bacterio-phaiophorbid a uni 
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uchey “ster, sowie Bacterio-purpurin 7-triester, negativ dagegen Bac- 
tmehl|  ¢,..j9-chlorintriester. Es besteht in dieser Hinsicht vollkommene 
A Uns Analogie zwischen den Kérpern der Chlorophyll a- und b-Reihe (un- 
engen ; ~~ verdffentlicht) und zwischen denen der Bacterio-Chlorophyll a- und 
» dab} denen der 2-Acetyl-chlorophyll a-Reihe. Enzymatische Versuche 
3 des} mit Blutfarbstoff-Derivaten verliefen dagegen eindeutig negativ. 
sehen | Wiiren die Kérper der Bacterio-Chlorophyll a- und der Acetyl- 
Vill. chlorophyll a-Reihe in ihrer Struktur wesentlich verschieden vom 
r die lattfarbstoff-chlorophyll, so wiirde die Chlorophyllase nicht an- 
leum greifen. 

tats. Da die groBe Wahrscheinlichkeit besteht, daB auch Purpur- 
| der Bakterien Chlorophyllase enthalten, wurden zentrifugierte Bak- 
loro. terienleiber, die noch Wasser enthalten, mit Aceton verrieben und 
Salz. + unter hiufigem Umschiitteln einige Tage stehen gelassen. Eine 
ttein andere Probe wurde nach vorsichtiger Trocknung und Plasmolyse 
tativ f mit 80°/,igem Aceton einige Tage auf der Maschine geschiittelt. 
chen Bei der Aufarbeitung iiber Ather konnte in beiden Fallen aus 
— dem Farbstoffgemisch mit sekundérem Natriumphosphat Bacterio- 
len Chlorophyllid a abgetrennt und mittels primirem Kaliumphosphat 
rten in frischen Ather getrieben werden. Das auferordentlich empfind- 
waned liche Bacterio-Chlorophyllid a erwies sich in Lésungsfarbe und 
rang Spektrum identisch mit Bacterio-Chlorophyll a und ergab nach 
eue } Abspaltung von Magnesium Bacterio-phiophorbid a, das mit 
id a acterio-phiophorbid a anderer Darstellung vollig identisch war. 
hol Die Veresterung von Bacterio-Chlorophyliid a mit Diazomethan- 
ang lisung fihrte zu Bacterio-methyl-chlorophyllid a, das in Spektrum 
che und Lésungsfarbe ebenfalls identisch ist mit Bacterio-Chlorophyll a. 
d a Wird Bacterio-Chlorophyll a mit Chlorophyllase aus gereinigtem 
a bat Stechapfelmehl enzymatisch hydrolysiert, so erhilt man ein Ge- 
— misch von Bacterio-Chlorophyllid a und Bacterio-phiophorbid a. 
ich — er Versuch in Bacterio-iithyl-phiophorbid a nach der Methode 
ae von H. Fischer und G. Spielberger') Magnesium wieder ein- 
Bel zufiihren, gelang wegen der groBen Empfindlichkeit des Bacterio- 
ti Chlorophyll a bis jetzt nur unvollstiindig, jedoch werden die Ver- 


suche noch fortgesetzt. 

Bei der enzymatischen Hydrolyse von Bacterio-phiophytin a 
und Bacterio-methyl-phiophorbid a mittels Chlorophyllase aus 
Datura stramonium resultiert Bacterio-phiophorbid a. Der Mono- 
wiethylester schmilzt bei 257° unter Zersetzung. Nach Trocknen 


') Liebigs Ann. 510, 156 (1934). 
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im Hochvakuum bei 100° bis zur Gewichtskonstanz gab Bacter o. | 


O,N 


phiophorbid a gut stimmende Analysenzahlen auf C,,H,.O,N.. 


Der Versuch, Bacterio-chlorin-triester in wiaBriger Aceton- 


lésung mittels Chlorophyllase aus Stechapfelmehl enzymatisch 7, 
hydrolysieren, verlief in Analogie zur Chlorophyllreihe negatiy. 
Eine Erklirung fiir das sonderbare Verhalten der Chlorine kann 
bis jetzt noch nicht gegeben werden, besonders deswegen niclit, 


weil sich die Purpurine 7 der Chlorophyll a- und b-, Bacterio- } 
Chlorophyll- und 2-Acetyl-chlorophyll-Reihe mit Chlorophyllase 


umsetzen lassen. 


Aus diesen Spaltversuchen konnte man schlieBen, daB Phytol § 


im Bacterio-Chlorophyll vorhanden sei, jedoch muB ausdriicklich 
darauf hingewiesen werden, daS auch Geranyl- und Cetyl-Ester 
des Phiophorbida der Chlorophyllase-Kinwirkung zugiinglich sind), 
und die Isolierung des héheren Alkohols in Substanz war un- 
bedingt notwendig. Zu diesem Zweck wurde zunachst die quanti- 
tative Phytolbestimmung nach R. Willstatter so ausgearbeitet, 
da8 auch mit Einwagen von 0,1—0,2 g Brennessel-Phiophytin 
(a + b) genaue Resultate erzielt werden konnten (vgl. experimenteller 
Teil). Hierbei wurden die Resultate R. Willstitters durchaus 
bestiitigt. Nachdem sich so die Brauchbarkeit der Methode er- 
wiesen hatte, iibertrugen wir sie auf das Bacterio-phiophytin. 
Rohes und gereinigtes Bacterio-phiophytin a wurde 2 Stunden lang 
verseift. Die Ausbeute an Phytol betrug bei 1262 mg gereinigtem 
Bacterio-phiophytina 416mg Phytol. Das entspricht einer Phytol- 
zahl von 32,96. Die theoretische Phytolzahl ist 38,34. Als Ver- 
seifungsprodukte entstanden Bacterio-chlorin e, neben wenig De- 
hydro-bacterio-chlorin e, (2-Acetyl-chlorin e,). Bei dieser Methode 
wurde die Ausbeute an Bacterio-chlorin gegeniiber der Methanolyse 
wesentlich erhéht. 

Wie schon erwihnt, war der Wasserstofigehalt bei Bacterio- 
Chlorophylla und seinen Derivaten unsicher. Da durch die Ver- 
gréBerung der Bakterienzucht mehr Ausgangsmaterial zur Ver- 
fiigung stand, konnten die friiher verifientlichten Analysen *) wieder- 
holt und auBerdem neue K6rper auf ihren Wasserstoffgehalt gepriiit 
werden. Alle Analysenresultate sind nur mit einer Formulierung 
vereinbar, die gegeniiber dem Porphinsystem ein Mehr von 
4 Wasserstoffatomen und gegeniiber der bisherigen Formulierung 


1) Vgl. FuBnote 3, S. 9. 
*) H. Fischer u. J. Hasenkamp, Liebigs Ann. 515, 148 (1985). 
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Mehr von 2 Wasserstoffatomen aufweist. Die Verteilung der 
vier tiberzihligen Wasserstoffatome auf das Géeriistsystem des 
Bacterio-Chlorophyll a bereitete zunichst die gleichen Schwierig- 
keiten wie beim Chlorophyll: Sind die einzelnen Pyrrolkerne mit- 
ejnander durch Methylengruppen verbunden oder liegt bei 2 Kernen 
Pyrrolinstruktur vor? Die Antwort auf diese Frage sollte auch 
hier die Untersuchung des Bacterio-Chlorophylls und seiner Derivate 
auf optische Aktivitaét erbringen. Bei den bisher dargestellten 
Korpern der Bacterio-Chlorophyll a-Reihe: Bacterio-Chlorophyll a, 
sacterlo-methyl-chlorophyllid a, Bacterio-phiophytin a, Bacterio- 
phiophorbid a, Bacterio-methyl-phiophorbid a, Bacterio-chlorin- 
triester und Bacterio-purpurin 7-triester kann jedoch bis jetzt 
optische Aktivitéit nicht festgestellt werden. Zur Messung wurden 
diese Farbstoffe in konzentrierter Salzsiiure, Anilin, Chloroform, 
Pyridin, Dioxan, Aceton bzw. Ather gelést. Es macht sich hier vor 
allem die starke Farbintensitat dieser Kérper stérend bemerkbar, so 
dab eine schwache Drehung bis jetzt nicht festgestellt werden kann. 

DaB im Bacterio-Chlorophyll a keine ungesittigte Vinylgruppe 
anwesend ist, ergab die Behandlung von Bacterio-methy]-phiio- 
phorbida mit Diazoessigester. Selbst nach 15stiindigem Erhitzen 
konnte eine Blauverschiebung nicht festgestellt werden. 

Da trotz des Jodwasserstoffabbaus von Bacterio-methyl- 
phiophorbid a zu Oxo-phdoporphyrin a, nach H. Fischer und 
J. Hasenkamp!?) die Méglichkeit bestand, daB Bacterio-Chloro- 
phylla in 2-Stellung eine Carbinolgruppe: —CHOH—CH, be- 
sitzt, wurde Bacterio-methyl-phaophorbid a zur Dehydratisierung 
36 Stunden bei 160° im Hochvakuum erhitzt. Das Reaktionsprodukt 
zeigt vor dem Spektroskop vollige Identitit mit dem Ausgangs- 
material. 

H. Fischer und W. Lautsch?) konnten Phiophorbid a mit 
Silberoxyd in siedendem KEisessig zu 10-Acetoxy-vinyl-phio- 
porphyrin a, abbauen. Ubertragt man diese Reaktion auf Bacterio- 
methyl-phiophorbid a, so erhilt man nach Aufarbeitung tiber 
Ather ein Porphyrin, das spektroskopisch gegen 10-Acetoxy-viny]- 
pliioporphyrin a, nach Rot verschoben ist. Wihrend bei Bacterio- 
phiophorbid a die Reaktion in 3 Minuten beendet ist, dauert sie 
bei Bacterio-methyl-phiophorbid a 1!/, Stunden. Die Ausbeute an 
Oxo-10-acetoxy-phioporphyrin a, ist so gering, dab es bis jetzt 
noch nicht zur Analyse dargestellt werden konnte. 


') Liebigs Ann. 516, 148 (1935). 2) Liebigs Ann. 526, 259 (1936). 
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J. B. Conant?) hat die Purpurin-Reaktion entdeckt. Dure} 
Behandlung von Methyl-phaiophorbida mit 25°/, iger propyi- 


alkoholischer Kalilauge und Veresterung des Reaktionsproduktes , 


mit Diazomethan erhielt er Purpurin 7-trimethylester. Setzt man 
Bacterio-methyl-phiophorbid a in gleicher Weise bei — 10° um 
so resultiert nach Aufarbeitung iiber Ather und Veresterung in 
10°/,iger Ausbeute Bacterio-purpurin 7-trimethylester [in der Ver- 
ffentlichung, Diese Z. 249, I (1937) mit ,,Bacterio-purpurin 8-tri- 
methylester“ bezeichnet]. Das Spektrum dieses Esters zeigt im 
sichtbaren Gebiet auBer einer sehr schwachen Bande im Blau nw 
noch eine sehr starke Bande bei 530 mu. Beim Abbau von 
Bacterio-purpurin 7-triester mit Jodwasserstoff—Eisessig in der 
Hitze bekommt man ein Porphyrin, das spektroskopisch mit Oxo- 
rhodoporphyrin identisch ist. Wie schon erwihnt, kann auch bei 
Bacterio-purpurin ¢ bis jetzt optische Aktivitiét nicht festgestellt 
werden. Andererseits laBt sich der Bacterio-purpurin 7-ester mit 
Chlorophyllase (Dat. stram.) zu etwa 10°/, hydrolysieren. Wahrend 
Purpurin 7 bei 3—4stiindigem Erhitzen in Pyridin glatt in Rhodo- 
porphyrin tibergeht, scheint Bacterio-purpurin 7-triester wesentlich 
stabiler zu sein. Der Ester wurde bei Gegenwart von Luftsauer- 
stoff 24 Stunden in Pyridin am Steigrohr erhitzt. Dabei resultiert 
ein Kérper. der spektroskopisch einem nach Rot verschobenen 
Phaophorbid a gleicht und mit 2-Acetyl-phiophorbid a nahezu 
identisch ist. Auf eine Isolierung des Kérpers muBte in Anbetracht 
der geringen Substanzmenge verzichtet werden. 

E. Schneider?) fand bei der Darstellung des Bacterio- 
phaiophorbids, dab auBer dem Hauptprodukt in geringer Menge ein 
zweiter Koérper entsteht, der in seinem Spektrum groBe Analogie 
zum Blattfarbstoff-Phiophorbida aufweist. Er bezeichnete daher 
dieses Nebenprodukt mit .,Bacterio-phiophorbid a“, das nw 
5 Sauerstotiatome im Molekiil enthalten sollte. Auf Grund dieser 
Befunde nimmt dann E.Schneider an, daB Bacterio-Chlorophyll 
in Analogie zum Blattfarbstoff- egy ebenfalls aus 2 Kompo- 
nenten besteht. Auch H. Fischer und J. Hasenkamp’) konnten 
aus der Atherischen Mutterlauge des ‘Gaieinatnnintne sowle 
des Bacterio-methyl-phaophorbids in geringer Menge ein phorbid- 
abniliches Nebenprodukt gewinnen. Da durch die Arbeiten dieser 
Autoren der Nachweis erbracht ist, daB die Hauptkomponente des 
sriinen Bakterienfarbstoffes in naher Beziehung zum Chlorophyl! a 
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Jureh stelit, konnte es sich bei dem ,,Nebenprodukt“ nur um eine 
opyl- Sauerstoff-reichere ,,b-Komponente“ oder um ein sekundires Kunst- 
uktes produkt handeln. Fiir die Feinstruktur des Bacterio-Chlorophylls 
Man war es von groBer Wichtigkeit, die Konstitution dieses ,,Neben- 
/ um, — produktes“ aufzukliren. Bei der enzymatischen Hydrolyse von 
ig in Bacterio-phiophytin a mittels Chlorophyllase (Dat. stram.) konnte 
Ver. dieses ,,Nebenprodukt“ nun ebenfalls gefunden werden, und es 
s-tri- # — ctellte sich dabei interessanterweise heraus, da dieser Kérper 
t im die Ebene des polarisierten Lichtes stark nach links dreht. Wenn 
Lnur} also das ,,kunstprodukt“ optisch aktiv ist, muB Bacterio-phio- 
von } yhytina unsymmetrisch gebaut sein (vgl. auch 8.13 und 18). 

der Die bisherigen Befunde [{Bacterio-methyl-phiophorbid a ent- 
Oxo- hilt 4 Wasserstoffatome mehr als Oxo-phiioporphyrin a,-dimethyl- 


bei} ester; die K6érper der Bacterio-Chlorophyll a-Reihe sind optisch 
tell » .inaktiv“, dagegen ist das ,,sekundire Kunstprodukt“ optisch aktiv; 
_ zwischen Bacterio-phiophorbid a und Blattfarbstoff-Phiophorbid a 
rend F ist ein groBer spektroskopischer Unterschied, wihrend das bei der 





odo- enzymatischen Hydrolyse entstandene ,,Nebenprodukt“ ein nach 
lich Rot verschobenes Spektrum vom Typ des Blattfarbstoff-Phiio- 
_ phorbida aufweist; in Analogie zu der Chlorophyll-Reihe reagiert 
ert die Chlorophyllase auch mit den Kérpern der Bacterio-Chloro- 
_— phylla-Reihe] lieBen die Vermutung berechtigt erscheinen, daf es 


_— | sich bei Bacterio-methyl-phiophorbid a um ein ,,2-Acetyl-methyl- 
} phiophorbid a* handelt, das in seinem Geriistsystem noch zwei 
iiberschiissige Wasserstoffatome enthilt. Kine Aufhydrierung der 


r10- die Pyrrolkerne verbindenden Methingruppen kam deswegen nicht 
ines in Betracht, weil es H. Fischer und K. Bub?) gelungen war, 
_ diese Methingruppen bei Derivaten der Chlorophyll-Reihe zu 


her } hydrieren. Die entstandenen Leukoverbindungen sind farblos, 
sis wihrend sich die Kérper der Bacterio-Chlorophyll a-Reihe durch 
7 starke Farbintensitét auszeichnen. Die oben angefiihrten Befunde 





ivi machen es vielmehr wahrscheinlich, daB beim Bacterio-methyl- 
pe) phiophorbid a noch ein zweiter Kern aufhydriert ist. Durch 
ten Dehydrierung dieses zweiten Kernes mu man also zum 2-Acety]- 
ve }  methyl-phiophorbid a kommen. In der Tat gelang es, das Bacterio- 
1d- ) methyl-phiophorbid a in 50°/, iger Schwefelsiure mit Sauerstoft 
ser bei 40° zu 2-Acetyl-phiophorbid a zu dehydrieren. Nach Ver- 
gy esterung mit Diazomethan resultiert daraus 2-Acetyl-methyl- 
la »iophorbid a (IIT) folgender Formulierung: 


') Liebigs Ann. 530, 213 (1937). 
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Auf Grund der Elementaranalyse besitzt dieser Kérper ebens» pm 
wie Bacterio-methyl-phiiophorbid a 6 Sauerstoffatome. Wire bei der sg 
Umsetzung von Bacterio-methyl-phiophorbid a mit Schwefelsiiure-— Be 
Sauerstoff eine Oxydation in 10-Stellung eingetreten, so miibte | ste 
: der erhaltene Koérper 7 Sauerstoffatome besitzen und auBerdem } Gl 
ij einen tieferen Kohlenstoffgehalt aufweisen. Die Ausbeute ar . . 
| 2-Acetyl-methyl-phaophorbid a betrigt etwa 20°/,. Der Schmelz. lie 


punkt liegt bei 279° (korr.). Das bei der Dehydrierung erhaltene su 
2-Acetyl-methyl-phiophorbid a erwies sich in Mischschmelzpunkt, “ 
Spektrum, Basizitiit, Lésungsfarbe und Krystallform identisch mit 
dem ,,Nebenprodukt“, das bei der Umesterung von Bacterio-phiio- 
phytina mit methylalkoholischer Salzsiiure aus den Mutterlaugen 
isoliert wurde. Ferner ist es identisch mit der ,,a-Komponente* 
K. Schneiders, Abbau mit Jodwasserstoff—Hisessig ergab Oxo- } 
phaoporphyrin a,. Die Diazoessigester-Reaktion verlief negatiy. 
Das Acetyl-methyl-phiaophorbid a zeigt eine deutlich positive 
Phasenprobe und dreht die Ebene des polarisierten Lichtes, ge- } 
messen in konzentrierter Salzsiure, um 940° nach links. In wiib- 
riger Acetonlésung l4Bt sich der Ester mit Chlorophyllase (Dat. 
stram.) zu etwa 50°/, enzymatisch hydrolysieren. } 

H. Fischer und K. Herrle’) ist es gelungen, durch 
quantitative Dehydrierung den direkten chemischen Bewei: D 
fir das Vorhandensein von zwei gegeniiber dem Porphinsystem } 
iiberzihligen Wasserstoffatomen im Chlorophyll zu_ erbringe. le 
Nach der gleichen Methode lieB sich auch Bacterio-methy!- Ve 
phiophorbid a quantitativ dehydrieren. Wa&hrend jedoch bei 
der Dehydrierung von Meso-pyrro- und Meso-rhodo-chlorin- B: 
Kupfer-Komplexsalzen mittels Sauerstoff die entsprechenden Por- | 
phyrine entstehen, verliuft die Dehydrierung bei Bacterio-methy|- } 4) 











1) Liebigs Ann. 527, 138 (1937). 
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phiophorbid a—Kupfer-Komplexsalz nur bis zur Acetylphorbid- 
Stufe. Entsprechend 2 Wasserstoffatomen werden 0,61 Mol Sauer- 
stoff verbraucht statt 0,5 Mol. Das komplex-gebundene Kupfer 
sitzt jedoch im 2-Acetyl-methyl-phiophorbid a—Kupfersalz so fest, 
daB es nur mit brutalen Mitteln aus dem Komplex entfernt werden 
kann, wobei dann selbstverstindlich Porphyrine entstehen. Dab 
jedoch die Reaktion im obigen Sinne verliuft, ergab die Dehydrie- 
rung von Bacterio-methyl-phiophorbid a mit Sauerstoff bei Gegen- 
wart von Zinkacetat—Hisessig. Es resultierte dabei ein Zinksalz, 
das nach dem Entzinken mit 20°/,iger Salzsiure einen Farbstoff 
mit stark verwaschenem und nach Rot verschobenem Spektrum 
vom Typ des Phiaophorbid a lieferte. Die Dehydrierung von 
Bacterio-methyl-phaophorbid a lieB sich mit Schwefelsiure—Sauer- 
stoff quantitativ nicht durchfiihren, weil die Carbmethoxy- 
Gruppe zum Teil decarboxyliert wird. 


In analoger Weise wie beim Bacterio-methyl-phaophorbid a 
lieB sich auch Bacterio-chlorin-triester mit Schwefelsiure—Sauer- 
stoff abbauen. Nach Veresterung mit Diazomethan resultierte 
2-Acetyl-chlorin e,-trimethylester (IV) folgender Konstitution: 














a -COCH, “Eo 
. le 
IX it 
HC CH 
\ NH N / 
IV £ —— * C,,H,,0,N, 
| 
H,C CH, H;C H,COOC> CH; 
CH, coocH, H H 
H,COOC 


Die Ausbeute an 2-Acetyl-chlorin-triester betrigt 28 °/,. 
Der Jodwasserstoffabbau fiithrt zu Oxo-chloroporphyrin e,. Auch 
2-Acetyl-chlorin-triester dreht, gemessen in Dioxan, die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach links, und zwar um 86° Der 
Versuch, diesen Ester mit Chlorophyllase (Dat. stram.) enzymatisch 
zu hydrolysieren, verlief in Analogie zu der Chlorophyll- und 
Bacterio-chlorophyll-Reihe negativ. Bei der quantitativen Dehydrie- 
rung von Bacterio-chlorin-triester in der Warburg-Barcroft- 
Apparatur mittels Kupferacetat—Kisessig wurden 0,52 Mol Sauer- 
stoff verbraucht statt 0,5 Mol. Auf Grund dieser Tatsachen kann 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 2 
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man Bacterio-methyl-phaophorbid a (V) und Bacterio-chlorin e.- 


















































trimethylester (VI) in folgender Weise formulieren: die 
ch 
4 H ' hae 
H,C _COCH, H,C,——C,H, ‘ie 
| 1 | ) 1 | _ 
i i oY 
al ——CH baal 7 
N NH ' ch 
HG CH at 
7 \ NH N f Cs,H,,0,N, } 
‘ie. ee _ po 
| IV | III un 
. 
H,C—CH, HC ‘on Na Ps pee / CH; ; TH! 
| Cc | 2 
CH, H 4H 
| O 
H,COOC COOCH, a om 
H H 
H.C COCH, a re ae - 
; I | | II } st 
=. -CH—___—_|_} de 
N i \ el 
HC CH K 
' \ NH N ’ , 
VI ig, n,n C27H,,0;N, 8} 
IV | l Il rob 
H,C——CH, H,C 4,COOC-——-CH, m 
CH Cor CH, H H Mm) 
2 : : gl 
H,COOC p 
Die Stellung der beiden iiberziihligen Wasserstoffatome ist J V 
bis jetzt noch nicht restlos bewiesen. Zur Wahl stehen die Kerne | 5 
und IV. Fir Kern I kann die optische .Inaktivitat* der nativen F 
Bacterio- Kérper herangezogen werden. Man kénnte sich vor- 5 
stellen, da8 durch Hydrierung der Kerne I und III in Gegen- h 
iberstellung eine .intramolekulare Kompensation“ bedingt ist. | E 
jedoch ist zu beriicksichtigen, daB angesichts der starken Farbe - 
der Bacterio-Kérper eine schwache Drehung nicht feststellbar ist. I 
Die Hydrierung der Kerne I und III wiirde auch die starke d 
spektroskopische Differenz zwischen Bacterio-phaophorbid a und “ 
a ges phaop 
Blattfarbstoff- Phaophorbid a gut erklaren. Bei Annahme der 
beiden tiberzihligen Wasserstoffatome in Kern IV wiirde eine FF 2 


Unterbrechung der Konjugation der Doppelbindungen im Phorbin- 
system erfolgen, die ebenfalls die starke spektroskopische Diffe- 
renz erklaren wiirde. 





1e. 
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Vor kurzem ist H. Fischer, W. Lautsch und K.-H. Lin?) 


; die Teilsynthese von 2-Acetyl-methyl-phiophorbid a sowie 2-Acetyl- 
_ chlorin gelungen. Ausgehend von Chlorin e, wurde die Vinyl- 
_ gruppe in 2-Stellung in eine Carbinolgruppe umgewandelt. Diese 


Carbinolgruppe lieB sich dann mit Permanganat zu der Acetyl- 


eruppe oxydieren. Bei Behandlung des so erhaltenen 2-Acetyl- 
 chlorin-trimethylesters mit methylalkoholischem Kali in Stickstoff- 


atmosphire entsteht unter Ringschlu8 2-Acetyl-methyl-phiio- 
phorbid a. In Krystallform, Lésungsfarbe, Mischschmelzpunkt 
und Spektrum sind ,analytisches“ und ,,synthetisches“ 2-Acetyl- 
methyl-phaiophorbid a identisch. Das gleiche gilt auch fiir den 
,analytischen“ und ,,synthetischen“ 2-Acetyl-chlorin-trimethylester. 


Bei der Oxydation von Purpurin 7-trimethylester mit Per- 
manganat in Pyridin erhielten H. Fischer und K. Kahr?) 2-Des- 
vinyl-2-carbonsiure-purpurin 7-tetramethylester. Oxydiert man 
Bacterio-methyl-phiophorbid a in gleicher Weise, so tritt Zer- 
stérung des Farbstoffes ein. In dieser groBen Empfindlichkeit 
des Bacterio-methyl-phaiophorbid a gegen Permanganat kann man 
ebenfalls eine Bestiitigung der Annahme erblicken, daB ein zweiter 
Kern aufhydriert ist. Wiirden sich die gegeniiber dem Phorbin- 
system iiberzihligen 2 Wasserstoffatome auf die Kohlenstoff- 
briicken (2-$—y und 0) zwischen den Pyrrolkernen verteilen, so 
miiBte das Bacterio-methyl-phiophorbid a gegen Permanganat 
mindestens ebenso stabil sein als Purpurin 7-trimethylester. In 
cleicher Weise lift sich auch das Verhalten von Bacterio-methyl- 
phaophorbid a gegeniiber Silberoxyd erkliren. H. Fischer und 
W. Lautsch’) bekamen bei Oxydation von Phiophorbid a mit 
Silberoxyd in Pyridin—Alkohol und anschlieBender Veresterung 
mit Diazomethan Purpurin 7-trimethylester. Bei Phiophorbid a 
setzt also die Oxydation am 10-Kohlenstoffatom ein unter Er- 
haltung der Vinylgruppe in 2-Stellung. Behandelt man jedoch 
Bacterio-methyl-phiophorbid a in gleicher Weise, so resultiert 
2-Desacetyl-2-carbonsiiure-purpurin 7-tetramethylester von der 
Formel C,,H,,O,N, AuBer der Purpurinbildung wird also in 
diesem Falle die Acetylgruppe in eine Carbmethoxygruppe iiber- 
cefiihrt. 

Die einzelnen Zwischenprodukte lieBen sich wegen ihrer 
eroBen Labilitaét bis jetzt nicht fassen. Bei Zugabe der violetten 





) Liebigs Ann. 534, 1 (1938). *) Liebigs Ann. 531, 209 (1937). 
*) Liebigs Ann. 528, 247 (1937). 
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Pyridin—Farbstoff-Lésung (Bacterio-methyl-phiophorbid a) zu der 


Suspension von Methylalkohol und Silberoxyd wird die Lésung 
sofort blaugriin und schligt nach etwa 5 Sekunden in Purpurrot | — 
um. Nach 5stiindigem Schiitteln auf der Maschine ist die Lisung | 
wieder dunkelgriin. Da die Reaktionszeit bei der Dehydrierung } — 


von Bacterio-methyl-phiophorbid a zu 2-Acetyl-phiophorbid a 
etwa 1//, Stunden betrigt, ist die Annahme berechtigt, daB bei 
der Behandlung mit Silberoxyd die Oxydation zunichst am 
10-Kohlenstoffatom einsetzt und dann erst am Kern I. Die Alkali- 
léslichkeit des Silber-Komplexsalzes ist sowohl bedingt durch die 
neuentstandene Carboxylgruppe in 2-Stellung als auch durch die 
Sprengung des isocyclischen Ringes zum entsprechenden ,,6-10-Di- 
oxy-chlorin e“. DaB tatsichlich die Acetylgruppe in 2-Stellung 
in eine Carboxylgruppe iibergefiihrt wurde, beweist die Elementar- 
analyse sowie die Methoxylbestimmung, die auf 4 Methoxy]l- 
gruppen stimmen. Die Entstehung einer zweiten Carboxylgruppe 
in 6-Stellung erschwert die Reindarstellung des 2-Desacetyl- 
2-carbonsaiure-purpurin 7-tetramethylesters (2-Desacetyl-purpurin 9) 
wesentlich. Der Schmelzpunkt dieses Esters liegt bei 216° Der 
Mischschmelzpunkt mit 2-Desvinyl-purpurin 9-ester vom Schmelz- 
punkt 236° liegt bei 228° In Lésungsfarbe und Spektrum sind 
beide Ester identisch, jedoch konnte bei 2-Desacetyl-purpurin 9 
eine schwache IV. Bande nicht beobachtet werden. Erhitzt man 
2-Desacetyl-purpurin 9 4 Stunden in Pyridin, so resultiert ein 
Porphyrin, das spektroskopisch mit 2-Desithyl-2-carbonsiure- 
rhodoporphyrin-trimethylester anderer Darstellung identisch ist. 
Wahrend bei 2-Desvinyl-purpurin 9 optische Aktivitit — wahr- 
schéinlich wegen zu starker Farbintensitit — nicht festgestellt 
werden konnte, zeichnet sich 2-Desacetyl-purpurin 9 durch starke 
Rechtsdrehung (+ 493° in Dioxan) aus. Die Umsetzung dieses 
Ksters mit Chlorophyllase (Dat. stram.) in wiBriger Acetonlésung 
ergab enzymatische Hydrolyse zu etwa 15°/,.. Der Versuch, 
2-Desacetyl-purpurin 9 mit Hydroxylamin-chlorhydrat umzusetzen, 
verlief negativ. 

Die Frage, ob im Pigmentapparat der Purpurbakterien (Thio- 
und Athiorhodaceen) neben Bacterio-Chlorophyll a auch 2-Acety]- 
chlorophyll a vorkommt, oder ob es sich bei letzterem um ein 
,sekundires Kuustprodukt* handelt, kann bis jetzt noch nicht 
eindeutig entschieden werden. Das mengenmifig geringe Vor- 
kommen des 2-Acetyl-chlorophyll a spricht fiir ein ,,sekundires 
Kunstprodukt*, Ebenso wurde bei Chiorophyll-fiihrenden Algen 
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pisher immer nur eine Komponente, und zwar Chlorophyll a, 
peobachtet, wie H. Fischer und St. Breitner’) nachweisen 
- konnten. Andererseits besteht jedoch die Méglichkeit, daB zwischen 
’ Bacterio-Chlorophyll a und 2-Acetyl-chlorophyll a wechselseitige 
_ Beziehungen bestehen im Sinne folgenden Reaktionsschemas: 


Dehydrierung 
Bacterio-Chlorophylla ~ 





qaeaias 2-Acetyl-chlorophyll a 

In diesem Zusammenhang ist eine Arbeit von P. Metzner?) 
,Uber den Farbstoff der griinen Bakterien (Chlorobakterien)* sehr 
interessant. Wenn man schwefelwasserstoffhaltigen Schlamm sich 
selbst tiberliBt, so entwickelt sich bald eine reiche Flora von 
Purpurbakterien. Zwischen ihnen finden sich regelmibig gelblich- 
sriine bis schmutzig-griine Massen, die Chlorobakterien (Wino- 
eradsky), die jedoch vollkommen frei sind von Chlorophyll- 
fihrenden Algen und sonstigen Organismen. Es gelingt verhiltnis- 
miBig leicht, bei diesen Chlorobakterien Sauerstoffentwicklung 
im Licht und damit Assimilationstitigkeit nachzuweisen. Der 
Farbstoff der getrockneten Bakterien wurde mit Alkohol aus- 
gezogen. Sein Spektrum zeigte gegeniiber dem einer annihernd 
eleich konzentrierten Chlorophyllésung aus Blaittern eine deutliche 
Rotverschiebung. Bei Behandlung des ,,Bacterio-viridins“, wie 
P. Metzner diesen Farbstoff nennt, mit verdiinnter Salzsiure 
schlug die Farbe in ein schmutziges Braun um, und es resultiert, 
wie ein Vergleich der Spektren zeigt, ein neuer Kérper mit einem 
nach Rot verschobenen Spektrum vom Typ des Blattfarbstoff- 
phiiophytins. ,,Bacterio-viridin“ zeigt schwache Fluorescenz (EK wart) 
und gibt eine positive Phasenprobe (Buder). 

Leider ist die Ziichtung der Chlorobakterien in Reinkultur 
sehr schwierig, so daB das ,,Bacterio-viridin“ bis jetzt einer naheren 
Untersuchung noch nicht zuginglich ist. Wiahrend P. Metzner 
glaubt, daB dieser Farbstoff chemisch dem Chlorophyll der griinen 
Pflanzen nahesteht, nimmt E. Schneider’) an, daB derselbe mit 
Bacterio-Chlorophyll verwandt ist. Die oben erwahnten Eigen- 
schaften sprechen jedoch dafiir, daB es sich bei ,,Bacterio-viridin“ 
um 2-Acetyl-chlorophyll a handelt. Die Konstitutionsaufklirung 
des ,,Bacterio-viridins* kénnte die Frage des natiirlichen Vor- 
kommens des 2-Acetyl-chlorophyll a entscheiden. Fiir den Assi- 
milationsverlauf der Chlorobakterien wire auch, vor allem im 


) Liebigs Ann. 522, 157 (1936). *) Ber. bot. Ges. 40, 125 (1922). 
*) Diese Z. 226, 221 (1934). 
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Nachweis von Katalase von groSer Bedeutung. 


Die spektrographischen Untersuchungen der Kérper der [ 
Bacterio-Chlorophyll a- und der 2-Acetyl-chlorophyll a-Reihe j 


durch A. Stern und F. Pruckner (unver@ffentlicht) bestitigen, 
dafi es sich bei Bacterio-Chlorophyll a um ein ,,2-Acetyl-chloro- 
phyll a“ handelt, bei dem ein zweiter Kern aufhydriert ist. 
Wie schon erwahnt, sind die Schwefelbakterien auBerordent- 
lich weit verbreitet; sie benétigen keinen Sauerstoff und wachsen 
auf rein anorganischem Niahrboden und vermégen Kohlensiiure 
zu assimilieren. Mit Recht werden sie zu den Altesten Erd- 
bewohnern gezihlt, denn die Geologen nehmen ja in der urspriing- 
lichen Erdatmosphire keinen Sauerstoff an. Dieser wird erst 
sekundir gebildet. Nachdem nun die nahen, verwandtschaftlichen 
Beziehungen des Bacterio-Chlorophylls zum Chlorophyll und damit 
zum Himin aufgedeckt sind, kann man wohl eine weitere Ent- 
wicklung des Chlorophyll der Pflanzen aus dem Bacterio-Chloro- 


phyll annehmen. Es braucht nur der ,,iiberzihlige“ Wasserstofi 


im Kern I den benachbarten Acetyl-Rest zu hydrieren und der 
so erhaltene, sekundire Alkohol Wasser abzuspalten, um die 
Formel des Chlorophyll a vor sich zu haben. Chlorophyll b ist 
dann erst sekundir im Laufe der Entwicklung entstanden. Manche 
Algen (vgl. 8. 20) enthalten ja nur Chlorophyll a. In dieser Hin- 
sicht ist es natiirlich besonders wichtig, daB& auch das Bacterio- 
Chlorophyll nur als a-Komponente beobachtet wird. Entwicklungs- 
geschichtlich ist wohl Himin als das iltere Pigment aufzufassen. 
Ist es doch ein integrierender Bestandteil des Cytochroms und 
der Katalase. Vom Himin aus ist das Bacterio-Chlorophyll in 
bezug auf den Pyrrolfarbstoff leicht ableitbar. Man braucht nur an 
die Vinyl-Gruppe in 2-Stellung Wasser anzulagern, die 2 Wasser- 
stofiatome des gebildeten, sekundiiren Alkohols zur Hydrierung 
der £-Doppelbindung des Kernes | zu verwenden, sodann de- 
hydrierenden RingschluB des in f-Stellung oxydierten 6-Propion- 
siure-Restes zur y-Methin-Gruppe vorzunehmen, und die so zur 
Verfiigung stehenden Wasserstofiatome zur Uberfiihrung des Vinyl- 
Restes in 4-Stellung zum Athyl-Rest zu beniitzen und die Hydrie- 
rung des Kernes III vorzunehmen. Es ist ja wohl sicher kein 
Zufall, daB die Hauptmenge der in der Natur vorkommenden 
Pyrrol-Farbstoffe nach dem gleichen Konstitutionstyp, insbesondere 
auch in der Anordnung der Seitenketten, gebaut ist. 


1) Acta. phytochimica (Tokyo) 9, 189 (1937). 







































Hinblick auf die Assimilationstheorie von H. Nakamura!), der 
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Versuche. 


Bakterien -Zucht. Flaschenkulturen: 5 Liter - Stépselflaschen 
werden mit einer Nihrlésung folgender Zusammensetzung beschickt: 25 ¢g 


- NaHCO,; 5 g NH,Cl; 10 g Na,S,0,-5H,O; 0,5 g MgCO,; 2 g KH,PO,; 


1g Na,S. 

: Diese Nahrlésung wird mit einer reifen Thiocystiskultur geimpft. Dann 
wird die Flasche mit Wasser aufgefiillt, so daB beim Aufsetzen des Stépsels 
keine Luftblasen in der Flasche zuriickbleiben. Je 16 Flaschen werden um 
8 60-Wattlampen, die auf einem Brett montiert sind, so aufgestellt, daB die 
Fliissigkeitstemperatur etwa 36° betriigt. Nach etwa 6 Tagen sind die Kulturen 
reif und kénnen dann auf neue Flaschen iibergeimpft werden. Ausgehend von 
einer Reinkultur (etwa !/, Liter) kann der Kulturstand innerhalb 6 Wochen 
auf 64 Flaschen gebracht werden, am besten in folgender Weise: Reinkultur 
auf 1, dann auf 4, auf 8, auf 16, auf 32 und schlieBlich auf 64 5 Liter- 
Flaschen. Beim Uberimpfen der Reinkultur verwendet man 35° warmes 
destilliertes Wasser, spiiter Leitungswasser. Diese 64 Kulturen werden vor 
dem Uberimpfen auf die Ballone mikroskopisch auf Reinbeit und Aktivitiit 
untersucht. Diese Untersuchung wurde durchgefiihrt mit ,,Wasserpripa- 
raten sowie mit Priparaten, die mit Safranin') gefiirbt wurden. Der Aus- 
fall betrigt durchschnittlich 5°/,. Zur Beschleunigung des Wachstums der 
Flaschenkulturen werden die vier reinsten und stiirksten Stiimme zur Impfung 
zuriickgehalten. Auf diese Weise lassen sich die Flaschenkulturen inner- 
halb kurzer Zeit immer wieder so stark anreichern, daB bei der technischen 
Bakterien-Zucht mit Glasbailonen ein 8 wéchentlicher Cyclus eingehalten 
werden kann. 

Ballonkulturen: 34 60 Liter-Ballone werden mit folgender Nihr- 
lisung (pro Ballon) angesetzt: 300 g NaHCO,; 60 g NH,Cl; 120 g Na,S8,O, 
-5H,O; 6 g MgCO,; 24 g KH,PO,; 12 g Na,S; 60g K-Butyrat; 60¢ 
Na-Malat. 

Die Ballone stehen in geflochtenen Eisenkérben, die zum Schutz gegen 
Zerbrechlichkeit und gegen zu grobe Wirmeabgabe mit Stroh ausgeschlagen 
sind. Jeder Ballon wird mit etwa 7,5 Liter Flaschenkultur geimpft und 
mit Leitungswasser aufgefiillt. Eine diinne Schicht Paraffin verhindert 
den Zutritt von Luftsauerstoff. Mit Spezial-Tauchsiedern (1000 Watt) werden 
die Kulturen in 1'/,—2 Stunden auf optimale Temperatur (36°) gebracht. 
In die vorgewirmte Kultur wird nun ein langgestreckter Leuchtk6rper ein- 
getaucht. Dieser Leuchtkérper besteht aus einer unten verschlossenen und 
mit Bleischrot beschwerten Glasréhre, deren Durchmesser etwas kleiner ist 
als derjenige der Ballonéffnung. Im Innern der Glasréhre sind drei elek- 
trische Birnen von der Art der FaBausleuchtlampen (25 bzw. 15 Watt) an- 
gebracht, die durch ein durch den verschlieBenden Kork hindurchgehendes 
Kabel mit der Stromquelle verbunden sind. Die Leuchtkérper der einzelnen 
Ballone sind untereinander durch Parallelschaltung verbunden. 

In die Kulturen wird tiglich 10 Minuten lang Kohlensiure in miBigem 
Tempo eingeleitet. Ein gebogenes Glasrohr, das durch eine zweite Ballon- 
jffaung in die Kultur eintaucht, gestattet eine infektionsfreie Zufuhr von 
Kohlensiure. Der Gasiiberschu8 entweicht durch ein zweites Glasrohr, das 


1) A. Lehner, a.a. O. 
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iiber der Paraffinschicht endet. Nach etwa 14 Tagen sind die Kulturep 
zur vollen Reife gelangt und die Bakterien kénnen kontinuierlich mittels 
eines Westfalia-Separators (etwa 10000 Umdrehungen pro Minute) abzentri. 
fugiert werden. Noch im Separator wird der Bakterienschlamm mit 80°/,igem 
Aceton und destilliertem Wasser gut ausgewaschen. Den Schlamm streicht 
man dann in diinner Schicht auf Glasplatten, trocknet mit einer HeiBluft- 
dusche vorsichtig vor und léBt an der Luft bis zum Abblittern der Masse 
stehen. Die Ausbeute aus etwa 2000 Litern Kulturlésung betrigt durch- 
schnittlich 950 g Trockenbakterien, die etwa 1,8—2 g Roh-Bacterio- phiio- 
phytin ergeben. 

Besondere Sorgfalt ist auf die Reinigung der Ballone und Flaschen 
zu legen: Nach der Entleerung werden die Ballone 1 Tag mit konzentrierter 
Salzsiiure (Boden bedeckt und mit Papierstopfen verschlossen) stehen ge- 
lassen. AnschlieBend werden sie mit Sodalésung und Alkohol gereinigt und 
mit Wasser gut ausgespiilt. In gleicher Weise werden die 5 Liter-Flaschen 
gereinigt. 


Zusatze zur Beschleunigung des Bakterienwachstums. K ohlen- 
siurezusatz. In 3 Versuchsballone (organische Nahrlésung) wurde tiglich 
durch eine entsprechende Vorrichtung 10 Minuten lang Kohlensiiure ein- 
geleitet. Ausbeute an Trockenbakterien 56 g. py nach 14 Tagen 8,9. Bei 
3 Vergleichsballonen (ohne CQ,) betrug die Ausbeute nur 24g. Das py 
dieser Kulturen war nach der gleichen Zeit 8,75. 


Erhéhung der Natriumsulfid-Konzentration. Bei der Nihr- 
lésung fiir die Ballonkultur wurde der Na,S-Gehalt pro Ballon von 6 auf 
12g gesteigert. AuBerdem wurde nach je 6 Tagen mit 6 g Natriumsulfid 
,nachgefiittert“. Die Gesamtausbeute an Trockenbakterien aus 34 Ballonen 
erhéhte sich von 700 auf 950 g. 


Acetylenzusatz. In eine Thiocystiskultur (5 Liter-Flasche) wurde 
8 Tage lang tiglich 1 Stunde gereinigtes Acetylen eingeleitet. Diese Kultur 
wurde mikroskopisch verglichen mit einer Kultur gleicher Herkunft und 
Nahrlésung, in die unter den gleichen Bedingungen tiglich Kohlensiure 
eingeleitet wurde. Die mit Acetylen behandelte Kultur war rein, die Ver- 
mehrung der Bakterien jedoch im Vergleich zu der mit Kohlensiiure be- 
handelten Kultur sehr gering. 


Butadienzusatz. Unter den gleichen Bedingungen wie bei Ace- 
tylenzusatz wurde in eine Bakterienkultur (5 Liter-Flasche) Butadien ein- 
geleitet. Auch hier war das Wachstum sehr gering. 


Vorkommen der Thiocystis-Bakterien auf Muschelschalen (Pteria 
vulgaris Schum.). Von den Muschelschalen werden die rotgefirbten 
Schuppen abgehoben und zerkleinert. Diese Schuppen gibt man in eine 
5 Liter-Stépselflasche zu einer anorganischen Nihrlésung (vgl. Bakterien- 
Zucht) und fillt mit Leitungswasser auf. Die Kultur wird wie iiblich mit 
60-Wattlampen bestrahlt. Mikroskopischer Befund nach 14 Tagen (Prof. 
Dr. R. Gistl): In der Hauptsache Thiocystis-Bakterien, lebhaft, zahlreich 
und gut genihrt. Daneben Verunreinigungen (farblose Stiibchen). Bei 
einem Kontrollversuch mit anorganischer Nihrlésung ohne Muschelschalen 
ergab sich folgender mikroskopischer Befund: Thiocystis nur vereinzelt, 
starke Verunreinigungen (farblose Stiibchen, Bacterium fluorescens usw.). 
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Versuche, in Thiocystis-Bakterien Sterine nachzuweisen. Die 
Thiocystis - Bakterien wurden mit Aceton und Petrolither, jeweils in der 


: Kilte bzw. in der Wiirme extrahiert. Eine weitere Probe wurde mit Alko- 


holat am Riickflu8 bzw. bei 170° unter Druck aufgeschlossen und mit Ather 
extrahiert. Ein anderer Ansatz volikommen extrahierter Bakterien wurde 
mit konzentrierter Salzsiure 24 Stunden aufgeschlossen und mit Ather 
extrahiert. SchlieBlich wurden die Thiocystis-Bakterien mit einem Alkohol- 
Ather-Gemisch (1:1) aufgespalten. Die jeweils erhaltenen Extrakte wurden 
mit Hilfe folgender Reaktionen auf Sterine untersucht: 


a) Digitoninfillung; b) Salkowski; c) Witby; d) Burchard- 
Liebermann; e) Milbradt. 


Stérende Begleitfarbstoffe konnten mittels Aluminiumoxyd chromato- 
graphisch abgetrennt werden. Alle Reaktionen verliefen eindeutig negativ. 


Nachweis von Katalase in Thiocystis- Bakterien. Je 1g mit 
destilliertem Wasser gut gewaschene und getrocknete bzw. mit Aceton 
extrahierte Thiocystis- Bakterien (Ballonkultur) wurden in 10 cem destilliertem 
Wasser suspendiert. Dazu wurden 5 cem 3°/,ige Wasserstoffsuperoxyd- 
lisung gegeben. Es trat starkes Schiumen ein unter Sauerstoffentwick- 
lung. Nach Zugabe von 20°/,iger Cyankalilésung zu einer neuen Probe 
trat mit Wasserstoffsuperoxyd (3°/,) erst nach '/, Stunde eine mibige Reak- 
tion ein. Da die Verunreinigungen bei den Ballonkulturen mengenmiibig 
nur etwa '/,,°/, ausmachen, diirfte Thiocystis Katalase enthalten. 


Untersuchung der Chlorophyllase auf enzymatische Wirksam- 
keit. — Reinigung des Blattmehles. Als Enzym wird das Mehl der 
bei Zimmertemperatur getrockneten und gemahlenen Bblitter von Datura 
stramonium (Stechapfel) verwendet. Zur Extraktion der Farbstoffe wird das 
Blattmehl folgendermaBen behandelt: In einer braunen 5 Liter-Stépselflasche 
werden 500 g Blattmehl mit 1,5 Liter destilliertem Ather, 1,35 Liter destil- 
liertem Aceton und 150 ccm Leitungswasser angesetzt und unter hiiufigem 
Schiitteln einen Tag stehen gelassen. Dann wird abgenutscht und zur Ent- 
fernung wachsartiger Verunreinigungen mit einem Aceton—Ather-Gemisch 
A:} nachgewaschen. Die Extraktion der Farbstoffe mit dem wasserhaltigen 
Aceton-Ather-Gemisch wird auf der Schiittelmaschine so lange fortgesetzt, 
bis im Extrakt spektroskopisch nur noch Spuren von Chlorophyll bzw. 
Phiophorbid festzustellen sind. Nach beendigter Extraktion wird nochmals 
mit 95°/,igem Aceton (Leitungswasser) nachgewaschen. Das Mehl wird dann 
auf Filtrierpapier bei Zimmertemperatur (méglichst im Dunkeln) '/, Tag 
getrocknet und in einer braunen Pulverflasche aufbewahrt. Das Blattmehl 
behilt seine Enzymwirksamkeit etwa 1/, Jahr. Das beim Extrahieren an- 
fallende Aceton-Ather-Gemisch kann nach der Destillation wieder verwendet 

werden. ZweckmaéBig liBt man den Extrakt vor der Destillation einige 
Stunden iiber technischem Atznatron stehen, um starkes Schiiumen zu ver- 
hindern. Zum weiteren Extrahieren setzt man die entsprechende Menge 
Wasser zu, also auf 950 cem Aceton-Ather-Gemisch 50 ccm Leitungswasser. 


Enzymwirksamkeit bei gereinigtem Blattmehl]. 10 mg um- 
krystallisiertes Phiophorbid a werden in 10 cem destilliertem Aceton gelést. 
Die Lésung versetzt man mit 4 cem destilliertem Methylalkohol und 2,5 g 
gereinigtem Enzymmehl. Nach Zugabe von '/, cem Leitungswasser wird in 
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einer geeigneten braunen Stépselflasche unter tiglich hiufigem Umschiittely 
bei 25° (Thermostat) 6 Tage stehen gelassen. Dann filtriert man vom Enzym. 
mehl ab, entzieht diesem durch mehrmaliges Aufschlimmen in Aceton die 
noch zuriickgehaltenen Farbstoffmengen und gieBt das Filtrat in Ather, 
Nach Entfernung des Acetons durch Auswaschen mit Wasser wird das nicht 
veresterte Phiophorbida mit '/,°/,iger Sodalésung abgetrennt. Die iitherische 
Liésung, welche das enzymatisch veresterte Methyl-phiophorbid a enthiilt, 
wird auf 25 cem eingeengt und mit 2 ccm Pyridin versetzt. Durch spektro- 
skopischen Vergleich der Bandenintensitiiten dieser Liésung mit Standard- 
lésungen von 0,5, 1, 1,5 usw. mg Methyl-phiophorbid a kann der Prozentsatz 
der Veresterung ziemlich genau angegeben werden. Ebenso kann durch 
Vergleich der Farbtiefe der Lésungen auf den Grad der Veresterung und 
damit auf die Enzymwirksamkeit geschlossen werden. 


Zur optischen Aktivitat des Bacterio-Chlorophyll a. Bei Bacterio- 
Chlorophyll a, das nach P. Karrer und U. Solmssen) isoliert wurde, kany 
bis jetzt optische Aktivitaét nicht festgestellt werden. Zur Messung wurde 
der Farbstoff in Chloroform, Dioxan bzw. Ather gelést. Bei den Messungen 
macht sich die starke Farbintensitit des Bacterio-Chlorophylls stérend be- 
merkbar, so daB auch eine schwache Drehung nicht feststellbar ist. 


Bacterio-Chlorophyllid a. Lift man zentrifugierte Bakterienleiber 
einige Tage in wiBriger Acetonlésung stehen, oder schiittelt man sie nach 
vorsichtiger Trocknung und Plasmolyse mit 80°/, igem Aceton an der Maschine, 
so tritt bei Bacterio-Chlorophylla durch die in den Bakterien vorhandene 
Chlorophyllase teilweise enzymatische Hydrolyse ein. Das entstandene 
Bacterio- Chlorophyllid a wird mit sekundirer Natriumphosphatlésung ab- 
getrennt und mit primirer Kaliumphosphatlésung in frischen Ather getrieben. 
Der Farbstoff ist in Lésung stark licht- und sauerstoffempfindlich. Vor dem 
Spektroskop zeigt er in Pyridin—Ather vollige Identitit mit Bacterio-Chloro- 
phylla; schon beim Spektroskopieren tritt Zersetzung ein. Spaltet man das 
Magnesium mittels verdiinnter Salzsiiure ab, so resultiert Bacterio-phiio- 
phorbid a, das beim Mischschmelzpunkt mit Bacterio-phiophorbid a anderer 
Darstellung keine Depression gibt. Wegen seiner groBen Empfindlichkeit 
konnte Bacterio-Chlorophyllid a bis jetzt noch nicht isoliert werden. 

Bei der enzymatischen Hydrolyse von Bacterio-Chlorophylla_ mit 
Chlorophyllase aus gereinigtem Blattmehl (Datura stramonium) resultiert ein 
Gemisch von Bacterio-Chlorophyllid a und Bacterio-phiophorbid a. Die Auf- 
arbeitung des hydrolysierten Produktes erfolgte wie oben. Der Nachweis 
wurde spektroskopisch durchgefiihrt. 


Bacterio-methyl-chlorophyllid a. Eine itherische Lésung von 
Bacterio-Chlorophyllid a wird durch Zugabe von Diazomethanlésung ver- 
estert. Der Ester zeigt nach Aufarbeitung iiber Ather in Spektrum und 
Lésungsfarbe véllige Identitit mit Bacterio-Chlorophylla. Lésungsfarbe in 
Ather violett. Gegen Belichtung ist er etwas bestindiger als Bacterio- 
Chlorophyllid a. 


Versuch Bacterio-athyl-chlorophyllida durch Grignardisierung 
darzustellen. Bei der Einfiihrung des Magnesiums durch Grignardisierung 


1) Helvet. chim. Acta 18, 1313 (1935). 
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: 4 wurde das von H. Fischer und G. Spielberger’) ausgearbeitete Verfahren 
 angewandt. 15 cem n- Athylmagnesium-bromid werden in Ather gelést und 


nach Zugabe von 2g Magnesiumspinen unter AusschluB von Sauerstoff zur 
Trockne abgedampft. Dann wird mit 8cem absolutem Athylalkohol zersetzt 


und in 20 cem absolutem Pyridin gelést. Dann wird die Lésung von 50mg 
- umkrystallisiertem Bacterio-dithyl-phiophorbid a in 10 cem Pyridin zugegeben 
und mit 20 cem Pyridin nachgespiilt. Auf dem siedenden Wasserbad wird 


in Stickstoffatmosp hire erhitzt und in Intervallen von 10 Minuten Proben 
gezogen, die sofort in Ather getrieben werden. Auch nach mebrstiindigem 
Erhitzen erhilt man ein Gemisch, das neben Bacterio-iithyl- chloropbyllid a 
immer noch Bacterio-iithyl-phiophorbid a enthilt. Nachweis spektroskopisch. 


Bacterio-phaophytin a. Atherische Bacterio-Chlorophyll-Lésung wird 
mit eisgekiihlter 22°/,iger Salzsiiure 4—5 mal durchgeschiittelt, die Salzsiure 
weggewaschen und die Atherlésung des dabei resultierenden Bacterio- 
phiiophytin a nach dem Trocknen auf 20 ccm eingeengt. Das ausgefallene 
Bacterio-phiophytin a wird abfiltriert, gut mit Methylalkohol und zum SchluB 
mit wenig Ather gewaschen. Zur Analyse wird éfters aus Aceton-Methy]- 
alkohol umgefiillt. Der Ester schmilzt bei 204°. 


4,092, 3,792 mg Subst. (bei 75° i. Hochv. getr.): 11,122, 10,382 mg CO,, 
3,059, 2,989 mg H,O. — 3,612 mg Subst.: 0,206 cem N, (21°, 721 mm). — 
4,136 mg Subst.: 1,098 mg AgJ. 

OssHygOeNy (888,64) 
Ber. C 74,27 H 8,62 N 6,31 10CH, 3,49 
Gef. ,, 74,13, 74,67 ,, 8,37, 8,67 ,, 6,28 » 8,51. 


Auch bei Bacterio-phiophytin a, gemessen in konzentrierter Salzsiiure, 
Dioxan, Ather bzw. Chloroform kann bis jetzt optische Aktivitét nur inner- 
halb der Fehlergrenze festgestellt werden. 


Bacterio-phaophorbid a. — Darstellung. a) Aus Bacterio-methyl- 
phiiophorbid a durch enzymatische Hydrolyse mit Datura stramonium: 100mg 
Bacterio-methyl-phiophorbid a werden in 250 cem destilliertem Aceton heib 
gelést. Die Lésung versetzt man nach dem Erkalten mit 12 cem Leitungs- 
wasser und 30g gereinigtem Blattmehl. In einer 500 ccm-Stépselflasche wird 
unter tiglich hiufigem Umschiitteln bei 20° 6 Tage stehen gelassen. Dann 
nutsecht man vom Blattmehl ab, entzieht dem letzteren durch mehrmaliges 
Aufsechliimmen in Aceton die eventuell zuriickgehaltenen Farbstoffmengen 
und gieBt das Filtrat in Ather. Nach Entfernung des Acetons durch Aus- 
waschen mit Wasser wird das hydrolysierte Produkt mit '/,°/,iger Soda- 
lisung abgetrennt und mit verdiinnter Salzsiiure sofort in frischen Ather 
getrieben. Der Farbstoffiither wird mit destilliertem Wasser gewaschen und 
nach Trocknen durch Faltenfilter auf etwa 15 ccm eingeengt. Bacterio- 
phiophorbid a krystallisiert aus und wird auf dem Filter mit Methylalkohol 
und Ather gewaschen. Ausbeute 110 mg Reinsubstanz aus 5 Ansiitzen. Nach 
2maligem Umkrystallisieren aus Aceton—Methylalkohol schmilzt Bacterio- 


phiophorbid a bei 257° unter Zersetzung. Es krystallisiert in abgeschnittenen 


Prismen. Zur Analyse wurde éfters aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert. 


1) Vgl. FuBnote S. 11. 
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4,673 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 11,671 mg CO,, 2,596 mg H,0. — 
4,475 mg Subst.: 1,639 mg Agu. 

C,,H,,0,N,-?/,H,O (619,83) Ber. C 67,82 H 6,35 10CH, 5,00 
Gef. ,, 68,12 ,, 6,22 » ee. 


Die Analyse wurde wiederholt. Zu diesem Zweck wurde die Substanz 
schirfer getrocknet. 


4,210mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 10,580mg CO,, 2,479 mg H,0. - 
2,096 mg Subst.: 0,178 ccm N, (23°, 711 mm). — 3,460 mg Subst.: 1,450 mg AgJ, 

C,,H,.0,N, (610,80) Ber. C 68,82 H 6,28 N 9,18 10CH, 4,97 
Gef. ,, 68,54 ,, 6,59 ,, 9,16 , ie. 


Spektrum in Pyridin-Ather: identisch mit dem Spektrum von Baeterio- 
methy]-phiophorbid a anderer Darstellung. 

b) Aus Bacterio-phiophytin a durch enzymatische Hydrolyse mit 
Datura stramonium: In gleicher Weise wie unter a) angegeben, wurden aus 
330 mg Bacterio-phiophytin a in wiBriger Acetonlésung unter Zusatz von 
Enzymmehl 48 mg reines Bacterio-phiophorbid a erhalten. Der Sinterungs- 
punkt dieses Produktes nach Umkrystallisieren aus Aceton—Methylalkohol 
liegt bei 255°. Der Mischschmelzpunkt der beiden, durch enzymatische 
Hydrolyse erhaltenen Ké6rper (aus Bacterio-methyl-phiophorbid a und 
Bacterio-phiophytin a) zeigt keine Depression. 

Gewinnung eines Nebenproduktes. Bei der Isolierung des 
Bacterio-phiophorbid a konnte der Atherlésung mit 16—20°/,iger Salzsiiure 
noch ein anderer phorbidahnlicher Farbstoff entzogen werden. Dieses Neben- 
produkt dreht die Ebene des polarisierten Lichtes nach links und ist spektro- 
skopisch identisch mit 2-Acetyl-methyl-phiophorbid a anderer Darstellung. 

Untersuchung des Bacterio-phiophorbid a auf optische 
Aktivitat: 4,45 mg Bacterio-phiophorbid a wurden in 10cem konz. Salzsiiure 
gelost. Die Farbintensitiét dieser Lésung erwies sich als zu stark. Erst bei 
1,10 mg Farbstoff in 10 cem Salzsiure war eine Messung mdglich. Bei dieser 
Konzentration konnte eine Drehung der Ebene des polarisierten Lichtes nur 
innerhalb der Fehlergrenze beobachtet werden. 


Bacterio-methyl-phaophorbid a. — Wiederholung der Analyse. 
Der Ester wurde nach dem Verfahren von H. Fischer und J. Hasenkamp’) 
dargestellt. Er zeigt nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Aceton- 
Methylalkohol den Schmelzpunkt von 260°. 

4,432 mg Subst. (bei 75° i. Hochv. getr.): 11,235 mg CO,, 2,514 mg H,0. 
3,520 mg Subst.: 2,652 mg AgJ. 

C,H, ,O.N, (624,35) Ber. C 69,14 H 6,35 20CH, 9,95 

Gef. ,, 69,19 ,, 6,45 » 9,93. 


. Aus den Mutterlaugen der methylalkoholischen Salzsiiure konnte iiber 
Ather mit 19°/,iger Salzsiure noch ein anderer Kérper isoliert werden, der 
seinem Spektraltyp nach einem nach Rot verschobenen Phiophorbid a ihn- 
lich ist. Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Aceton-Methylalkohol ist 
dieses ,,Nebenprodukt“ in Mischschmelzpunkt, Spektrum, Basizitit, Lésungs- 
farbe und Krystallform véllig identisch mit 2-Acetyl-methyl-phiophorbid a 
anderer Darstellung (vgl. 8. 31). 





) Liebigs Ann. 515, 148 (1935). 
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Zur optischen Aktivitit des Bacterio-methyl-phiéophor- 
bid a. Auch bei Bacterio-methyl-phiophorbid a, gelést in konzentrierter 
Salzsiiure bzw. Aceton bzw. Pyridin bzw. Anilin, kann bis jetzt optische 
Aktivitit ebenfalls nicht festgestellt werden. 


Versuch zum Nachweis einer Vinylgruppe mittels Diazo- 
essigester. 5 mg Bacterio-methyl-phiophorbid a werden in 1 cem Diazo- 
essigester gelést und auf dem Wasserbad bei 90° 15 Stunden erhitzt. Der 
spektroskopische Vergleich nach 1-, 3-, 5- und 15stiindiger Einwirkungs- 
dauer ergab vollige Identitét mit Bacterio-methyl-phiophorbid a. 

Versuch zum Nachweis einer Carbinolgruppe in 2-Stellung 
durch Erhitzen im Hochvakuum. 8 mg Bacterio-methyl-phiophorbid a 
wurden bei 160° im Hochvakuum 36 Stunden erhitzt. Eine Probe in Pyridin- 
Ather gelést, zeigt vor dem Spektroskop vollige Identitit mit dem Ausgangs- 
material. 

Abbau von Bacterio-methyl-phiophorbid a mit Silberoxyd 
in siedendem Eisessig. 50 mg Bacterio-methyl-phiophorbid a werden 
zusammen mit 150 mg frisch gefilltem Silberoxyd in 150 cem Eisessig am 
Steigrohr 1'/, Stunden erhitzt. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur ver- 
setzt man mit 15 cem konzentrierter Salzsiure, um das gebildete Silber- 
Komplexsalz zu zerstéren. Nach kurzem Stehen nutscht man yom aus- 
geschiedenen Chlorsilber ab. Den Inhalt der Lisung bringt man durch 
intensives Schiitteln in Portionen zu je 25 cem in 3 Liter, mit 1/, Liter 
Wasser unterschichteten, Ather. Durch mehrmaliges Waschen mit Wasser 
entfernt man den Eisessig zum gréBten Teil und entzieht dem Farbstoff- 
ither mit 13°/,iger Salzsiiure die bei der Entsilberung entstandenen Ring- 
spaltungs-Produkte. Dann zieht man das Hauptprodukt (Oxo-10-acet-oxy- 
phioporphyrin a,-monomethylester) mit eisgekiihlter 18 °/,iger Salzsiure 
aus und treibt es sofort durch Verdiinnen in 3 Liter frischen Ather. Nach 
Waschen mit Wasser verestert man mit Diazomethan und libt '/, Stunde 
stehen. Danach zerstért man den Diazomethaniiberschu8 mit 5°/,iger Salz- 

siiure, priift mit 5°/,iger Sodalésung auf Vollstindigkeit der Veresterung 
und wiischt mit Wasser gut aus. Der Ather wird durch Filtrieren durch 
Faltenfilter getrocknet und auf etwa 5 ccm eingeengt, wobei sich nach 
kurzem Stehen sehr schéne Krystalle ausscheiden. Das Porphyrin fiillt je- 


doch in so geringer Menge — wahrscheinlich bedingt durch die lange 
Reaktionszeit — an, daB es bisher noch nicht zur Analyse dargestellt 


werden konnte. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 642,5 (max.); I. 603,3—584,2; IIL. 574,0—566,1; IV. 530,1—522,0 ; 
593,7 570,5 526,0 











End Abs. 444,5. 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, II, IV, I. 
Bacterio-chlorin-triester. — Wiederholung der Analyse. Der 
Ester wurde nach dem Verfahren von H. Fischer und J. Hasenkamp’) 
hergestellt: Bacterio-chlorin-triester schmilzt nach 8maligem Umkrystalli- 
sieren aus Aceton-Methylalkohol bei 207°. 


1) a. a. O. 
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4,055 mg Subst. (bei 80° i. Hochy. getr.): 10,062 mg CO,, 2,476 mg 
H,O. — 3,100 mg Subst.: 0,251 ccm N, (26°, 719 mm). — 3,815 mg Subst,: 
4,043 mg AgJ. 


C,;H,,0,N, (656,88) Ber. C 67,64 H 6,76 N 8,54 80CH, 14,13 
Gef. ,, 67,67 ,, 6,88 ,, 8,74 » 14,00, 


Untersuchung des Bacterio-chlorin-triesters auf optische 
Aktivitat. 3,96 mg Bacterio-chlorin-triester wurden in 10 ccm konzentriertey 
Salzsiiure gelést. Die Farbintensitit der Loésung war auch in diesem Falle 
zu stark. Erst bei einer Konzentration von 0,47 mg in 10 cem konzentrierter 
Salzsiiure konnte die Messung durchgefihrt werden. Eine Drehung der 
Ebene des polarisierten Lichtes wurde nicht beobachtet. 


Versuch zur enzymatischen Hydrolyse des Bacterio-chlorip- 
triesters mit Chlorophyllase (Datura stramonium). Nach Zusatz 
von 5g gereinigtem Stechapfelmehl und 2 cem Leitungswasser wurde die 
Lésung von 5 mg Ester in 18 ccm destilliertem Aceton 6 Tage lang in der 
iiblichen Weise stehen gelassen. Durch Ausschiitteln mit */,°/,iger Soda- 
lésung konnte der von Aceton befreiten iitherischen Lésung kein Farbstott 
entzogen werden. 


Bacterio-purpurin 7-trimethylester. 50 mg Bacterio-methyl-phiio. 
phorbid a lést man in 10 cem Pyridin und 500 cem Ather und kiblt die 
Lésung auf —10° ab. Unter starkem Turbinieren gibt man 50 cem 25°), ige 
propylalkoholische Kalilauge zu und lift noch 20 Minuten bei —10° w citer. 
riihren. Das Gemisch wird im Scheidetrichter mit 150 eem Wasser kriiftig 
geschiittelt und vom Ather, der noch etwas Ausgangsmaterial enthialt, ab- 
getrennt. Die alkalische Lésung wird dann mit 5°/,iger Salzsiure rasch 
in frischen Ather getrieben. Die iitherische Lésung gieieht in Farbe und 
Spektraltyp dem Bacterio-chlorin. Bei Zugabe von Diazomethanlésung 
schligt die olivgriine Farbe der Atherlésung nach Rotbraun um. Nach 
10 Minuten wird der Diazomethaniiberschuf zerstért und mit '/,°/,iger Soda- 
lésung auf Vollistindigkeit der Veresterung gepriift. Dann zieht man den 
in Ather verbliebenen Bacterio-purpurin 7-triester mit 18°/ oiger Salzsiiure 
aus und treibt sofort durch Verdiinnen in 3'/, Liter frischen Ather. Nach 
4maligem Waschen mit destilliertem Wasser wird die Atherlésung getrocknet 
und auf 10 cem eingeengt. Nach mehrstiindigem Stehen werden die aus- 
geschiedenen Krystalle abfiltriert und auf dem Filter mit Methylalkohol 
und Ather gewaschen. Ausbeute aus 6 Ansiitzen: etwa 30 mg Reinsubstanz. 
Der Ester ist lislich in Pyridin, Aceton, Ather, schwer léslich in Methy’- 
alkohol. Aus Aceton—Methylalkohol kry stallisiert er in dunkelgriinen, ab- 
gerundeten Tafeln, die in der Durchsicht braungelb erscheinen. Der Schmelz- 
punkt liegt bei 224°. Zur Analyse extrahiert man mit Aceton aus der Hiilse 
und 1i8t mit Methylalkohol auskrystallisieren. 


4,174, 4,254 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 10,110, 10,270 mg CO., 
2,470, 2,340 mg H,O. — 3,100 mg Subst.: 0,235 cem N, (19°, 720 mm). 
3,208 mg Subst.: 3,875 mg AgJ. 

C,,H,,O,N, (670,87) 
Ber. C 66,24 H 6,32 N 8,36 30CH, 13,88 
Gef. ,, 66,06, 65,84 ,, 6,62, 6,16 ,, 8,40 ~ maaee. 
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Spektrum in Pyridin-Ather: 
..681,0; I. 550,3—509,5; II. —458,1— (sehr schwach); End-Abs. 428,3. 





529,9 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


~ 


Jodwasserstoffabbau des Bacterio-purpurin 7-triesters. 
1 mg Bacterio-purpurin 7-triester wird in 5 cem Eisessig warm gelést und 
2 Minuten mit 4 Tropfen Jodwasserstoffsiure (d = 1,96) bei 65° behandelt. 
Die Mischung gieBt man in 50 ccm Ather, wischt den Eisessig aus der 
Atherlésung und fraktioniert. 7—10°/,ige Salzsiiure entzieht einen Farb- 
stoff, der nach Aufarbeitung iiber Ather spektroskopisch mit Oxo-rhodo- 
porphyrin identisch ist. 


Zur optischen Aktivitéit des Bacterio-purpurin 7. 4,79 bzw. 
3,16 bzw. 1,04 mg Bacterio-purpurin 7-triester wurden, in 10 cem konzen- 
trierter Salzsiiure gelést, auf optische Aktivitiét untersucht. Die Farbintensitit 
der Lésungen war jedoch so stark, daB eine Messung unméglich war. 


Umsetzung des Triesters mit Chlorophyllase (Datura stra- 
monium). 2 mg Bacterio-purpurin 7-triester wurden in 30 cem destilliertem 
Aceton gelést und der Lésung 5 g gereinigtes Enzymmehl und 2 ccm Leitungs- 
wasser zugefiigt. Nach 8tigigem Stehen wurde in der iiblichen Weise tiber 
Ather aufgearbeitet. Dem Ather konnte mit 1/,°/,iger Sodalésung das enzy- 
matisch hydrolysierte Produkt (Bacterio-purpurin 7-dimethylester) in etwa 
10°/,iger Ausbeute entzogen werden. Die sodaalkalische Lésung wurde mit 
verdiinnter Salzsiure sofort in frischen Ather getrieben. Der Dimethylester 
zeigt gegeniiber dem Ausgangsmaterial keinerlei spektroskopische Ver- 
schiebung. 

Erhitzen des Bacterio-purpurin 7-triesters in Pyridin. 1 mg 
Ester, gelést in 3 cem Pyridin, wurde am Steigrohr (bei Gegenwart von 
Luftsauerstoff) 24 Stunden erhitzt. Statt Oxo- -rhodoporphyrin resultiert ein 
Kirper mit folgendem verwaschenen Spektrum in Pyridin-Ather: 


.724,8; I. 705,0—660,7; II. 625,5 (max.);  (III.) sehr diinn; 











682,9 
IV. 548,4—587,1; V. 520,9—495,0; End-Abs. 451,6. 
542,8 508,0 


Reihenfolge der Intensititen: I, V, IV, II, (IID). 


Spektroskopisch gleicht der Farbstoff einem nach Rot verschobenen 
Phiophorbid a. Auf eine Reinigung dieses Kérpers muSte in Anbetracht 
der Substanzmenge verzichtet werden. 


2-Acetyl-methyl-phaophorbid a. Man list 50 mg Bacterio-methyl- 
phiophorbid a in 500 cem konzentrierter Schwefelsiure und gieBt die Lésung 
langsam und unter AuBenkiihlung auf 500 g Eis. Dann leitet man bei 35—40° 
auf dem Wasserbad einen starken Sauerstoffstrom (Vierfach-Verteiler) durch 
die 50°/,ige schwefelsaure Lésung. Die Reaktion ist in 11/,—2 Stunden 
beendet. Nach 24stiindigem Stehen treibt man den Inhalt der schwefel- 
sauren Lésung in Portionen von 50 ccm mittels verdiinnter Natronlauge 
unter kriftigem Schiitteln in 3 Liter Ather, wobei dauernd mit Eis zu kiihlen 
ist (sonst starke Flockenbildung). Nach 2maligem Waschen mit Wasser 
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wird mit Diazomethanlésung 15 Minuten lang verestert. Danach zerstiyt 


man mit 5°/,iger Salzsiure das tiberschiissige Diazomethan und zieht noch | ‘ 


2mal mit 5°/,iger Natronlauge aus. 
Nach 3 maligem Waschen mit destilliertem Wasser wurde eine Probe 


des Farbstoffithers mit Jodwasserstoffsiure abgebaut. Nach Aufarbeitung | — 


des Reaktionsproduktes iiber Ather wurde Oxo-phioporphyrin a, und in 
geringer Menge Oxo-phyllerythrin erhalten. Nachweis spektroskopisch. 

Die Hauptmenge des veresterten Farbstoffgemisches wurde mit Salz- 
siiure fraktioniert. Mit 10—13 °/,iger Salzsiure wird ein Farbstoff entzogen, 
der jedoch in so geringer Menge anfillt, daB er noch nicht zur Analyse 
gebracht werden konnte. Vielleicht handelt es sich um 2-Acetyl- pyro. 
phiophorbid a (vgl. Jodwasserstoffabbau). Durch 4 maliges Ausschiitteln 
des Farbstoffiithers mit 14—16 °/,iger Salzsiiure wird eine Zwischenfraktion 
entfernt. 18—20°/,ige Salzsiure nimmt die Hauptmenge des Farbstoftes 
auf. Der salzsaure Extrakt wird sofort mit verdiinnter Natronlauge in 
frischen Ather getrieben (Eiskiihlung) und nach 8 maligem Waschen mit 
Wasser mit Diazomethan nachverestert. Nach Zerstérung des iiberschiissigen 
Diazomethans mit verdiinnter Salzsiiure und Priifung auf Vollstindigkeit 
der Veresterung mit verdiinnter Natronlauge wird die Atherlésung noch 
4mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Beim Einengen der trocken 
filtrierten Atherlésung auf 10 cem kr y stallisiert das 2-Acetyl-methy]-phiio- 
phorbid a aus. Der Ester lést sich in Ather mit brauner Farbe. Er ist 
ferner léslich in Aceton, schwer léslich in Methylalkohol, unléslich in 
Petrolither. Aus 300 mg Bacterio-methyl-phiophorbid a werden etwa 60 mg 
2-Acetyl-methyl-phiophorbid a erhalten. Nach 5 maligem Umkrystallisieren 
aus Aceton—Methylalkohol schmilzt der Ester bei 279° (korr.). Aus Aceton- 
Methylalkohol erscheint er in blauen Wetzsteinen, in der Durchsicht braun. 

Zur Analyse wurde mit Aceton aus der Hiilse extrahiert. Daraus 
1i8t man dann den Ester mit Methylaikohol auskrystallisieren. 


3,681 mg Subst. (bei 75° im Hochy. getr.): 9,460 mg CO,, 2,082 mg 
H,O. — 3,398 mg Subst.: 2,380 mg AgJ. — 2,630 mg Subst.: 0,216 ccm N, 
(22°, 725 mm). 

C,,H,,0,N, (622,33) Ber. C 69,41 H 6,15 N 9,00 2O0CH, 9,97 
Gef. ,, 70,09 ,, 6,33 ,, 9,07 «925. 


Spektrum in Pyridin—-Ather: 
I. 706,2—659,4; II. —621,2— (stark verwaschen); II. —573,8— 


682,8 
(sehr schwach); IV. 554,4—5387,7; | V. 524,2—499,5; VI. —476,5— (sebr 
546,1 511,9 
schwach); End-Abs. 452,6. 
Reihenfolge der Intensitiéten: I, V, IV, Il; VI = III. 
2-Acetyl-methyl-phiophorbid a ist in Krystallform, Lésungsfarbe, Basi- 
zitiit, Spektrum und Mischschmelzpunkt identisch mit dem ,,Nebenprodukt*, 
das bei der Umesterung von Bacterio-phiophytin a mit methylalkoholischer 
Salzsiiure aus den Mutterlaugen isoliert wurde (vgl. unten). Ferner ist es 
identisch mit der ,,a-Komponente“ E. Schneiders. Ebenso ist es auch in 
Lésungsfarbe, Krystallform, Basizitit und Spektrum identisch mit dem von 
H. Fischer und W. Lautsch auf synthetischem Wege erhaltenen 2-Acety!- 
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zerstirt f  methyl- -phiophorbid a. Die weitere Identifizierung mit dem ,,synthetischen“ 
it noch | Material ist noch im Gange. 

Die Diazoessigester-Reaktion verlief negativ. 2-Acetyl-methyl-phio- 
Probe | phorbid a gibt eine deutlich positive Phasenprobe. 


Saeinhesans) 





eltung Ee Isolierung von 2-Acetyl-methyl-phaophorbid a aus den Mutter- 
ind inf jangen der Bacterio-methyl-phaophorbid-Darstellung. Die Mutter- 
ch. | laugen (methylalkoholische Salzsiiure) der Bacterio-methyl-phiophorbid- 
t Salz. " Darstellung (vgl. S. 28) werden in Ather getrieben und mit 14 °/,iger Salz- 
zogen, F sure die entstandenen Porphyrine entzogen. Eine Zwischenfraktion mit 
nalyse | 16°/,iger Salzsiure wird verworfen. Zuletzt wird mit 20°/,iger Salzsiure 
“Pyto: Bas '2-Acetyl- methyl-phiiophorbid a entzogen und in frischen Ather ge- 
itteln F  trieben. Ausbeute aus 5 Liter Mutterlaugen etwa 150 mg reines Produkt, das 
aktion F ach Umkrystallisieren aus Aceton-Methylalkohol den Schmelzp. 279° (korr.) 
stoftes _ zeigt. Der Mischschmelzpunkt mit dem Kérper anderer Darstellung (vgl. 
» S. 31) ergibt keine Depression. Zur Analyse extrahiert man mit Aceton 
9 ' aus der Hiilse und 148t mit Methylalkohol auskrystallisieren. 

sigen 


4,089, 4,132 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 10,321, 10,445 mg CO,, 


a 2.359, 2,320 mg H,O. — 3,800 mg Subst.: 2,665 mg Agu. 
rcken © Cus Hyg ,N, (622,88) Ber. C 69,41 H 6,15 20CH, 9,97 
phiio- Gef. ,, 68,84, 68,94 ,, 6,46, 6,28  ,, 9,27. 
ir ist In Spektrum und weiteren physikalischen Eigenschaften ist der Kérper 
h in vollkommen identisch mit dem durch Dehydrierung in Schwefelsiure-Sauer- 
0 mg § stoff von Bacterio-methyl-phiophorbid erhaltenen. 
a Messung der optischen Aktivitit bei 2-Acetyl-methyl- 
_ phiophorbid a. Bei diesem Ester kann im Gegensatz zu den Kérpern 
— der Bacterio-Chlorophyll a-Reihe optische Aktivitit beobachtet werden. 
_— 2,66 mg Farbstotf, gelést in 10 cem konzentrierter Salzsiiure, ergeben 
| eine spezifische Drehung von a = — 0,25° 
ra 100 - 0,25 
, . 000-790 on eee EP oe 0 
oN, & (or J82 = 7. 0,0266 ~ 940°. 
7 Quantitative Dehydrierung des Bacterio-methyl-phio- 
5 phorbid a. Der Versuch wurde in der Warburg-Barcroft-Apparatur 
bei 71° durchgefiihrt. 29,145 mg Kupferacetat, gelést in 25 cem Eisessig, 
_ wurden im SchiittelgefaB so lange geschiittelt, bis der Gang der Apparatur 
s— — konstant war. Hierauf wurden durch Kippen des Apparates 2,75 mg 
 Bacterio-methyl-phiophorbid a zugegeben. Nach Lésung erfolgt zuniichst 
sehr § Bildung des Bacterio-methyl-phiophorbid a-Kupfersalzes, das dann durch 
| Sauerstoff zum 2-Acetyl-methyl-phiophorbid a-Kupfersalz dehydriert wird. 
Der Sauerstoffverbrauch wurde manometrisch verfolgt. Die fiir die Dehydrie- 
rung benétigte Sauerstoffmenge ergibt sich durch Interpolation. 
a 2,75 mg Bacterio-methyl-phiophorbid a (29,145 mg Kupferacetat): 
toe Ber. 0,045cem O,.....-..-- = 0,5 Mol O, 
her Gef. 0,0549 cem O, (29,5°, 719 mm) = 0,61 Mol Q,. 
es Umsetzung des 2-Acetyl-methyl-phiophorbida mit Chloro- 
in phyllase (Dat. stram.). 38mg Ester wurden in 18 ccm destilliertem 
on § Aceton gelést und der Lésung 5 g gereinigtes Stechapfelmehl und 2 ccm 
yl- — Leitungswasser zugesetzt. Nach 6 tadgigem Stehen wurde in der iiblichen 
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Weise iiber Ather aufgearbeitet. Mit 1/,°/,iger Sodalésung konnte denf— W 
Ather das enzymatisch hydrolysierte Produkt (2-Acetyl-phiophorbid a) inf st: 


etwa 50°/,iger Ausbeute entzogen werden. Nach Aufarbeitung iiber Atha — ch 
zeigte das hydrolysierte Produkt gegeniiber dem Ausgangsmaterial keinerle fF K 
spektroskopische Verschiebung. 8a 


2-Acetyl-chlorin e,-trimethylester. In gleicher Weise wie bei der 
Darstellung des 2-Acetyl-methyl-phiophorbid a werden 50 mg Bacterio. f 
chlorin-triester in 500 cem konzentrierter Schwefelsiure gelést und die 
Lésung auf 500g Eis gegossen. In einem geeigneten Rundkolben wird 


dann 2 Stunden lang bei 35—40° ein kriftiger Sauerstoffstrom (Fritte-Ver F ;, 
teiler) durch die schwefelsaure Liésung geleitet. Nach 24 stiindigem Stehen F 
im Eisschrank treibt man den Inhalt der Lésung in 8 Liter Ather und > y 
verestert mit Diazomethan. Dann wird der Diazomethaniiberschu8 mit fF p 


verdiinnter Salzsiiure zerstért, 2 mal mit verdiinnter Natronlauge und 3 mal 
mit destilliertem Wasser gewaschen. 
Eine Probe des Farbstoffiithers wurde mit Jodwasserstoffsiiure bei 65! 
15 Minuten lang abgebaut. Nach Aufarbeitung des Reaktionsproduktes iiber . 
Ather wurde Oxo-chloroporphyrin e, erhalten. Nachweis spektroskopisch. F 
Die Hauptmenge des veresterten Farbstoffgemisches wurde mit Salz- 
siiure fraktioniert. Mit 8—12°/,iger Siiure wird 2-Acetyl-chlorin-trimethy|- 


ester ausgezogen und der salzsaure Extrakt mittels verdiinnter Natronlauge : 
sofort in frischen Ather getrieben. Beim Einengen der gewaschenen und § 

getrockneten Atherlésung auf 10 ccm krystallisiert der Ester aus. Au — 
250 mg Baceterio-chlorin-triester wurden 70 mg Rohprodukt erhalten. 2-Acety)- 


chlorin-triester lést sich in Ather mit briunlich- -olivgriiner Farbe. Er ist : 
ferner léslich in Pyridin und Aceton, schwer léslich in Methylalkohol. , 
Aus Aceton-Methylalkohol erscheint der Ester in blauen glinzenden Rauten, B * 
die in der Durchsicht, je nach Schichtdicke, braun bis violett gefirbt sind. 
Der Schmelzpunkt liegt bei 248° (korr.). 
Zur Analyse extrahiert man mit Aceton aus der Hiilse und 148t durch 
Zugabe von Methylalkohol auskrystallisieren. 
4,283 mg Subst. (bei 75° im Hochy. getr.): 10,594 mg CO,, 2,475 mg 
H,0. — 2,335 mg Subst.: 0,187 cem N, (26°, 719 mm). — 4,760 mg Subst.: 
5,054 mg Ag. 
Cy,H,,0,N, (654,37) Ber. C 67,80 H 6,42 N 8,55 80CH, 14,20 














Gef. ,, 67,46 ., 6,47 ,, 8,65 » 14,04. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 704,0—660,9; II. 631,1—618,0; Ul. —573,0— (max.); 
682,4 624,5 
IV. 550,7—532,1;  V. 518,5—492,5; End-Abs. 444,4. 
541,4 505,5 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, V, IV, II, III. 


In Basizitit, Spektrum und Krystallform ist der Ester mit dem von 
H. Fischer und W. Lautsch auf ,,synthetischem“ Wege dargestellten 
2-Acetyl-chlorin-triester identisch. Auch hier sind weitere Identifizierungen 
mit dem synthetischen Material im Gange. 

Quantitative Dehydrierung des Bacterio-chlorin-triesters. 
40,045 mg Kupferacetat, gelést in 25 ccm Eisessig, wurden bei 70° in der 
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Warburg-Barcroft-Apparatur so lange geschiittelt, bis der Gang kon- 
- stant war. Dann wurden durch Kippen des Apparates 3,46 mg Bacterio- 


chlorin-triester zugegeben. Das sich bildende Bacterio-chlorin-triester- 
Kupfersalz wurde durch den Sauerstoff zum 2-Acetyl-chlorin-triester-Kupfer- 
salz dehydriert. Der Sauerstoffverbrauch wurde manometrisch verfolgt. 


3,46 mg Bacterio-chlorin-triester (40,045 mg Kupferacetat): 
Ber. 0,054 cem O, ......-. = 0,5 Mol O, 
Gef. 0,0567 cem O, (27,1°, 723 mm) = 0,52 Mol Q,. 


Messung der optischen Aktivitiit bei 2-Acetyl-chlorin- 
trimethylester: Auch bei diesem Ester kann im Gegensatz zu den 
Kirpern der Bacterio-Chlorophylla-Reihe optische Aktivitét festgestellt 
werden. 5,848 mg Farbstoff, gelést in 10 cem Dioxan, ergeben eine spezifische 
Drehung von « =— 15°. 

690-730 — 100-0,15 one 0 

— “ae ~~ 
Versuch Acetyl-chlorin-triester enzymatisch zu hydro- 
lysieren: Die Liésung von 2 mg Farbstoff in 2. cem Pyridin und 18 ccm 
Ather wird mit 5 g Enzymmehl (Dat. stram.) und 2 ccm Leitungswasser an- 
gesetzt und in iiblicher Weise 6 Tage stehen gelassen. Nach Aufarbeitung 
iiber Ather konnte mit '/,°/,iger Sodalésung kein Farbstoff abgetrennt werden. 


2-Desacetyl -2-carbonsaure-purpurin 7-tetramethylester (2-Des- 
acetyl-purpurin 9). 50mg Bacterio-methyl-phiophorbid a werden in 20 ccm 
Pyridin heiB gelést und die Lésung in 250 cem Methylalkohol gegossen. 
Nach Zugabe von 500 mg Silberoxyd (Schering-Kahlbaum) schiittelt man 
5—6 Stunden auf der Maschine. Die filtrierte Lésung gibt man in 3'/, Liter 
Ather und wiischt mit 4°/,iger Salzsiure, Wasser, Pyridin und Methyl- 
alkohol gut aus. Mit 1/,°/,iger Sodalésung extrahiert man das alkalildésliche 
Silbersalz und treibt den Extrakt mit 4°/,iger Salzsiiure sofort in frischen 
Ather. Das Silber-Komplexsalz wird mit 500 ccm eisgekiihlter ‘ther- 
gesittigter, konzentrierter Salzsiure zerstért. Den Inhalt der filtrierten 
salzsauren Lésung treibt man sogleich in Portionen zu 50 cem in 3"/, Liter 
mit Wasser unterschichteten Ather und wiischt mit destilliertem Wasser gut 
aus. Durch Zugabe von Diazomethanlésung (aus 1/, g Nitrosomethy]-harnstoff) 
entsteht der 2-Desacetyl-2-carbonsiure-purpurin 7-tetramethylester. Nach 
'/, Stunde wird das iiberschiissige Diazomethan mit 4°/,iger Salzsiiure zer- 
stirt und 2mal mit 5°/,iger Natronlauge ausgezogen (Priifung auf Voll- 
stiindigkeit der Veresterung). Dann werden der Farbstoffitherlésung mit 
8°/,iger Salzsiure stirker basische Produkte entzogen. Mit 15°/,iger Salz- 
siiure extrahiert man den Purpurinester und treibt den Extrakt sofort in 
3 Liter frischen Ather. Die Atherlésung wird wie tiblich gewaschen und 
mit Diazomethan nachverestert. Die gewaschene Atherlésung wird durch 
Filtrieren durch Faltenfilter getrocknet und auf 10 cem eingeengt, wobei 
nach kurzem Stehen 2-Desacetyl-purpurin 9 auskrystallisiert. Aus 650 mg 
Bacterio-methyl-phiophorbid a wurden 70 mg Rohsubstanz erhalten. Nach 
2maligem Umkrystallisieren aus Aceton-Methylalkohol erscheint der Ester in 
zerbrechlichen, beiderseits zugespitzten Platten. Er ist in Ather mit purpuroter 
Farbe léslich. Sein Schmelzpunkt liegt bei 216° (Zers. unter Aufschiumen 
und Bildung eines Porphyrins). Der Mischschmelzpunkt mit 2-Desvinyl- 
2-carbonsiure-purpurin 7-tetramethylester vom Schmelzp. 236° liegt bei 228°. 
8 * 
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Zur Analyse extrahiert man mit Aceton aus der Hiilse und laBt mit 
Methylalkohol auskrystallisieren. 


4,757, 3,553 mg Subst. (bei 90° i. Hochv. getr.): 11,280, 8,449 mg CO,, 
2,480, 1,960 mg H,O. — 4,125, 4,305 mg Subst.: 5,110, 5,463 mg Agu. 
C,,H,,O,N, (684,35) 
Ber. C 64,88 H 5,89 4OCH, 18,13 
Gef. ,, 64,67, 64,85  ,, 5,83, 6,03 ,, 16,87, 16,77. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 728,0—667,0; II. 557,1—535,4; III. 513,4—497,6; End-Abs. 443.2. 


697,5 546,2 505,5 
Reihenfolge der Intensititen: I, II, III. 


5 mg Ester werden, in 5 ccm Pyridin gelést, 4 Stunden am Steigrohr 
erhitzt. Den Inhalt der Lésung gibt man in 50 cem Ather, und wiischt das 
Pyridin mit 5°/,iger Salzsiure aus. Dann entfernt man mit 10°/,iger Salz- 
siiure wenig Farbstoff, zieht mit 15°/,iger eisgekiihlter Salzsiiure das Haupt: 
produkt aus und treibt es sofort in frischen Ather. Abgesehen von einem 
dicken Rotstreifen (Verunreinigung) ist das Porphyrin identisch mit 2-Des- 
iithyl-2-carbonsiure-rhodoporphyrin-trimethylester anderer Darstellung. 
Nachweis spektroskopisch. 


Untersuchung des 2-Desacetyl-purpurin9 auf optische 
Aktivitit. Auch bei diesem Ester ist im Gegensatz zu den Kérpern der 
Bacterio-Chlorophyll a-Reihe optische Aktivitit feststellbar. 

2,23 mg Substanz, in 10 ccm Dioxan gelést, zeigen eine spezifische 
Drehung von o = + 0,11°. 

100-0,11 


1690—- 730 — =— 0 
Lato T-0,0203 ~ + 4%- 


Enzymatische Hydrolyse von 2-Desacetyl-purpurin 9, 2mg 
Ester werden in 18 ccm destilliertem Aceton gelést und 5 g Enzymmell 
(Dat. stram.) sowie 2 cem Leitungswasser zugefiigt. Man liBt 6 Tage stehen 
und arbeitet dann in der iiblichen Weise das Reaktionsprodukt iiber Ather 
auf. Das enzymatisch hydrolysierte Produkt wird dem Ather mit */,°/,iger 
Sodalésung in etwa 15°/,iger Ausbeute entzogen und mit verdiinnter Salz- 
siure sofort in frischen "Ather getrieben. Das hydrolysierte Produkt zeigt 
gegeniiber dem Ausgangsmaterial spektroskopisch keine Verschiebung. 


Versuch 2-Desacetyl-purpurin9 mit Hydroxylamin-chlor- 
hydrat umzusetzen: 1 mg Farbstoff wird in 3cem Pyridin gelést und 
mit 10 mg Hydroxylamin-chlorhydrat und 10 mg Soda (entw.) versetzt. Auch 
nach 9stiindigem Erhitzen am kochenden Wasserbad ist eine Blauverschie- 
bung gegentiber dem Ausgangsmaterial nicht zu beobachten. 


Zur Bestimmung der Phytolzahl. — a) Vorversuche mit Brenn- 
nesselphiophytin (a+b): Die quantitative Phytolbestimmung nach 
R. Willstitter'*?) wurde verbessert, so da auch mit Einwagen von 0,1 bis 
0,2 g noch genaue Resultate erzielt werden konnten. 

In einem reagenzglasahnlichen Gefa8 mit aufgeschliffenem Mikrokiibler 
wurde das Phiophytin 2 Stunden am Wasserbad mit 24°/,igem methyl- 
alkoholischem Kali (5—6 eem/1 g) verseift. Um ein HerausstoBen der Sub- 


1) Liebigs Ann. 371, 18 (1909) *) Liebigs Ann. 378, 31 (1910). 
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stanz zu vermeiden, wurde mittels einer Capillare N, eingeleitet, deren ein- 
tauchender Teil nach der Verseifung abgebrochen wurde. Im nimlichen 


- GefiiB wurde dann das Phytol 5—6mal mit frisch destilliertem Ather extra- 


hiert (durch Schiitteln und Verreiben mit einem Glasstab), und der Ather 
mittels eines Hebers in einen Erlenmeyerkolben gesaugt. Die vereinten 
jitherischen Lésungen wurden 3mal im Tropftrichter mit destilliertem Wasser 
gewaschen und die Waschlaugen in gleicher Reihenfolge nochmals mit 
frischem Ather ausgeschiittelt. Der durch Faltenfilter getrocknete Gesamt- 
jither wurde zuletzt bei einer Konzentration von 500 ccm pro 1g Phiio- 
phytin mit 0,1 g Tierkohle 10 Minuten geschiittelt und sofort filtriert. Die 
Lisung wurde in einem 50ccem-Kélbchen mit langem Hals, aufgeschliffenem 
Tropftrichter und seitlichem Ansatz fiir eine Capillare unter gelindem 
Vakuum am Wasserbad destilliert. Der Phytolriickstand wurde zuletzt mit 
Ather in ein 5 cem-Kélbchen mit langem Hals gespiilt und im Vakuum in 
einem stehenden Revolverexsiccator bei 90° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Das gewonnene Phytol war schwach gelb gefirbt und wurde zur 
Analyse in einer verbesserten Preglschen Mikro- Destillierapparatur') im 
Hochvakuum destilliert. 

Die theoretische Phytolzahl betrigt fiir das Phiophytingemisch (a+ b) 
mit dem Komponentenverhiltnis 1: 2,5 33,567). 

Drei unter gleichen Bedingungen vorgenommene Phytolbestimmungen 
von Phiiophytin (a + b), das 2mal aus Chloroform-Alkohol umgefiallt und 
im Vakuum bei 40° getrocknet war, ergaben: 

0,6396 g Phiophytin (a + b): 0,1842 g Phytol = 28,80 °/, 
0,4011 g . (a+b): 01151g 4, = 28,70%, 
0,1464 g “ (a + b): 0,0422 ¢ 28,82 %/, 

Phytolanalyse nach Destillation im Hochvakuum unter 0,03 mm Hg, 
Siedep. 1389—141°: 

5,930 mg Subst.: 17,630 mg CO,, 7,175 mg H,0. 

C,,H,,O (296,31) Ber. C 81,00 H 13,61 Gef. C 81,08 H 13,54. 

b) Phytol aus Bacterio-phiophytin a. Die Methodik blieb die 
gleiche wie bei den Vorversuchen mit Brennesselphiophytin. Die theo- 
retische Phytolzahl betriigt 

Phytol C,,H,,O — 296,31 

Bacterio-phiophytin ~ C,H, ,0gNq ~ 888,61 

Phytolbestimmung von Bacterio-phiophytin nach 1maligem Umfillen: 
0,1837 g Bacterio-phiophytin a: 0,0539 g Phytol = 29,37°/, 
0,2157 g - : 0,0635g 4, = 29,44, 

Phytolbestimmung von Bacterio-phiophytin nach 2maliger Extraktion 
mit Aceton und Reinigen iiber Ather mit n/10-Na,CO,; im Vakuum bei 40° 
getrocknet: 

0,2099 g Bacterio-phiophytin a: 0,0683 g Phytol = 32,54 °/, 
0,2934 g ‘ : 0,0960g , = 82,72, 
0, 1262 g * : 0,0416g ,, = 82,96%, 


lI 


= 33,04. 








1) F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 1917, S. 179. 
*) aa. O. 
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Siedep. 140—141°: 
4,541 mg Subst.: 13,470 mg CO,, 5,545 mg H,0. 
C,,H,,0 (296,31) Ber. C 81,00 H 13,61 Gef. C 80,90 H 13466, 


Neue Darstellungsmethode von Bacterio-chlorin unter gleich. 
zeitiger Gewinnung von Phytol und 2-Acetyl-chlorin e, (Dehydro. 
bacterio-chlorin). Bei der oben beschriebenen quantitativen Bestimmung 
von Phytol aus Bacterio-phiophytin a konnte als Umsetzungsprodukt der 
alkalischen Verseifung Bacterio-chlorin e, ermittelt werden. Nach der dort 
ausgearbeiteten Methode wurden 2,5 g rohes Bacterio-phiophytin mit 12 ccm 
24°/,iger methylalkoholischer Kalilauge verseift. Durch Extraktion mit Ather 
wurde als erstes Umsetzungsprodukt 0,43 g Phytol gewonnen (= 509, d. Th, 
da das Ausgangsmaterial noch stark mit Carotinen verunreinigt war und 
auBerdem eine quantitative Extraktion in diesem MaBstab nicht méglich ist), 
Die alkalische Farbstofflauge wurde dann durch vorsichtiges Ansiiuern in 
Ather getrieben, die sich bildenden Flocken abfiltriert, mit 20°/,iger Salz- 
siure wieder aufgelést und durch Verdiinnen erneut in frischen Ather iiber- 
gefiihrt. Nach Veresterung mit Diazomethan wurde das Farbstoffgemisch 
der Fraktionierung mit Salzsiiure unterworfen. 10—14°/,ige Salzsiure entzog 
reines 2-Acetyl-chlorin; eine mit 16°/,iger Salzsiiure entzogene Zwischen- 
fraktion wurde verworfen und zuletzt mit 20°/,iger Salzsiiure das Bacterio- 
chlorin e, entzogen. Nach Nachveresterung und Einengen wurden folgende 
Ausbeuten erzielt: 


Bacterio-chlorin e,-trimethylester . . . . 0,90 g 
2-Acetyl-chlorin e,-trimethylester . . . . 0,110 ¢ 


Wird dieses umgerechnet auf Bacterio-chlorin als Ausgangsmaterial 
bei der Oxydation in Schwefelsiure (vgl. 8. 34) mit 28°/,iger Ausbeute, s0 
ergibt es zusitzlich an Bacterio-chlorin-trimethylester 0,39 g, das ist eine 
Gesamtausbeute von 1,29 g = 50°/, des Ausgangsmaterials (Bacterio-phiio- 
phytin a). Das durch Methanolyse aus Bacterio-phiophytin tiber Bacterio- 
methylphiophorbid erhaltene Bacterio-chlorin kann bestenfalls in nur 25 °/, iger 
Ausbeute gewonnen werden. Die Ausbeuteverbesserung betrigt daher 100°), 
abgesehen von der gleichzeitigen Gewinnung von Phytol und Wegfall der 
Phorbidstufe. 

Der durch Methanolyse erhaltene Bacterio-chlorin e, -trimethylester 
hat den Schmelzp. 221° (korr.), der durch alkalische Verseifung entstandene 
zeigt den Schmelzp. 220° (korr.). Mischschmelzpunkt ergibt keine Depression. 
Das 2-Acetyl-chlorin zeigte nach 2maligem Umkrystallisieren aus Aceton- 
Methylalkohol den Schmelzpunkt von 266° (korr.), den gleichen also wie 
das synthetische') Produkt, mit welchem der Mischschmelzpunkt auch keine 
Depression ergibt. Der durch Dehydrierung in 50°/,iger Schwefelsiure 
entstandene Kérper (vgl. S. 34) besaB trotz wiederholtem Umkrystallisieren 
nur den Schmelzpunkt von 248° (korr.). Durch den energischen Abbau 
entstehen offenbar Nebenprodukte von schwerer Trennbarkeit, die den 
Schmelzpunkt herabsetzen. 





1) H. Fischer, W. Lautsch u. K.-H. Lin, Liebigs Ann. 534, 14 
(1988). 


Phytolanalyse nach Destillation im Hochvakuum unter 0,03 mm Hy, § 
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Messungen der optischen Aktivitat’). 
































In Aceton. 
a mg Substanz ae 
in 100 ccm 690-720 | MeBfehler 
Substanz Lésungs- or [a] 
mittel in ° in %/y 
Synth. cetyl methyl _— 
phorbida . . 10,335 | — 0,087} — 843 | + 30 
Natiirl. Acetyl- methyl phito 
phorbida .. . 7,63 — 0,093 | — 1220 + 30 
Synth. Acetyl- lies tri- 
methylester .. . 61,75 — 0,20 | — 327 + 20 
Natiirl. Acetyl- —- e,-tri- 
methylester .....- - 15,8 — 0,065 | — 411 + 20 


Bei Beriicksichtigung der Fehlergrenze ergibt sich eine annihernde 
(bereinstimmung der zu vergleichenden Werte. 


1) Vgl. auch Tabelle, Liebigs Ann. 534, 22 (1938). 












Uber die chromatographische Adsorptionsanalyse 
kleiner Carotinoidmengen (Mikrochromatographie) 
mit besonderer Beriicksichtigung der Carotinoide der Milch 
und des Serums. 
Von 
Harry Willstaedt und Torben K. With. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Staatlichen Vitamin-Laboratorium in Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1938.) 


In den letzten Jahren ist die chromatographische Adsorptions- 
analyse zu einer unentbehrlichen Methode der Carotinoidchemie ge- 
worden. In zahlreichen Arbeiten haben Kuhn, Karrer, Winter- 
stein, Zechmeister, Lederer, Willstaedt und andere Forscher 
sich eingehend mit der priparativen und analytischen Anwendung 
dieser Methode beschiftigt. Die Chromatographie ist bereits Gegen- 
stand monographischer Behandlung gewesen [Zechmeister und 
v. Cholnoky?), Willstaedt?)], weshalb hier von einer Besprechung 
ihrer Grundlagen abgesehen werden kann. 

Zur Analyse kleinster Substanzmengen ist die Chromatographie 
noch verhaltnismiBig wenig benutzt worden. Kuhn und Brock- 
mann’) teilen zwar mit, daB sich die Methode fiir die Carotinoid- 
mengen eignet ,wie sie in einem einzigen Bliitenblatt oder in 
10 ccm Serum vorkommen‘, sie geben aber keine Beispiele solcher 
Anwendungen an. Becker und Schépf‘) haben auf chromato- 
graphischem Wege Analysen der Pterine durchgefiihrt, die in 
einem einzigen Segment einer Hornisse enthalten sind. Sie be- 
nutzten dabei Sdéulen mit einem Durchmesser von 1—2 mm. Es 
liegen aber, soweit ersichtlich, noch keine Untersuchungen dariiber 
vor, wieweit es méglich ist, bei den allergeringsten Substanz- 
mengen quantitative Ergebnisse zu erhalten. 

Wir teilen in der folgenden Arbeit Beitrige zur Kenntnis 
der Technik der Mikrochromatographie samt Untersuchungen iiber 
den quantitativen Anwendungsbereich der chromatographischen 
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Analyse mit. Diese Untersuchungen stehen in engem Zusammen- 
hang mit den Arbeiten tiber Carotinoide und Vitamin A im Siuge- 
tierorganismus, mit denen wir seit einiger Zeit beschiftigt sind. 


Methodik. 


Adsorptionsmittel. Aluminiumoxyd (reinst wasserfrei, Merck) hat 
sich fiir unsere Zwecke als gut verwendbar erwiesen. Auf Aluminiumoxyd 
treten die Farben der adsorbierten Verbindungen deutlicher hervor als auf 
anderen Adsorptionsmitteln. Bei der Chromatographie kleinster Substanz- 
mengen ist das deutliche Hervortreten der Farben von besonders groBer 
Bedeutung. Weiterhin besitzt Aluminiumoxyd eine Kornbeschaffenheit, die 
ein leichtes Einfiillen auch in enge Réhren ermdglicht. Naturgemd8 ist 
das nach Brockmann standardisierte Priparat, welches wir gleichfalls 
mehrfach angewandt haben, ebenso anwendbar. Es adsorbiert weniger 
stark als das gewohnliche Aluminiumoxyd. Gelegentlich haben wir auch 
mit Erfolg Calciumhydroxyd in Adsorptionsréhren von 10 mm Durch- 
messer benutzt, doch ist die Herstellung der Adsorptionssiiule hier nicht 
immer leicht. 

Apparatur (vgl. Figur). Bei Siulen von 1—5 mm Durchmesser kann 
man einfach so verfahren, daf man in ein gewohnliches Glasrohr (2) geeigneter 
Linge einen ziemlich festsitzenden Wattebausch (5) 
einschiebt, dann das Rohr in einen Gummistopfen (4) 
einschiebt und auf einer Saugflasche (1) montiert. 
Bei dem schwachen Vakuum, das bei der Mikro- 
chromatographie zur Anwendung kommt, geniigt 


ti 


i 








unter diesen Umstinden der Wattebausch als Stiitze = : 
fiir die Adsorptionssiule. Bei gréBerem Rohrdurch- 2 
messer ist es vorteilhaft, den Wattebausch auf = 

einem zylindrischen Glasstab (3) ruhen zu lassen, ; 
der selber auf dem Boden der Saugflasche ruht. 
Der Glasstab kann dann gleichzeitig zum Heraus- Uj ‘oa 


schieben der Siéule (6) bei der Zerteilung des 
fertigen Chromatogramms verwendet werden. 
NaturgemiB kann man auch Apparate mit Schliffen - 
verwenden, die den bei der Makrochromato- | e 
graphie tiblichen nachgebildet sind. | 

| 

| 

| 


Einfiillen des Adsorptionsmittels. Wir 
haben das ,,Einfiillen auf feuchtem Wege‘ vor- 
gezogen, da es gleichmiBigere Siulen ergibt, als 
das Einfiillen des trockenen Adsorptionsmittels. 
Auf den Wattebausch fiillt man zunichst unter miBigem Saugen etwa '/, em 
hoch trockenes Aluminiumoxyd, dann hért man zu saugen auf und fiillt das 
Rohr mit Benzin. Wihrend die Fliissigkeit langsam durch Aluminiumoxyd 
und Wattebausch dringt, 1a4Bt man durch einen Trichter Aluminiumoxyd in 
das Benzin sinken (der Trichter darf nicht feucht werden, da sonst das 
Ablaufrohr sich verstopft). Mittels einer Pipette fillt man Benzin nach 
und achtet darauf, daB die Siule stets von Fliissigkeit bedeckt bleibt. 
Bei den allerengsten Adsorptionsréhren verwendet man zum Einfiillen des 
Aluminiumoxyds eine grobe Pasteurpipette. 
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Adsorption. Das Einbringen der Adsorptionslésung in das Rohr er. 
folgt entweder mittels eines kleinen Trichters oder mittels einer Pasteur. 
pipette. Das Einfiillen mu8 sehr vorsichtig erfolgen, damit die obersten 
Schichten der Siule nicht aufgewirbelt werden (bei gréBeren Siulen kany 
man dieser Gefahr dadurch vorbeugen, da8 man auf die fertige Siiule 
2 Filtrierpapierscheibchen geeigneten Durchmessers gibt). Die Entwicklung 
des Chromatogramms erfolgt mit Benzol-Benzin, das aus einer Pasteur. 
pipette zugegeben wird (wir pflegen Benzol-Benzingemische 1:4, 1:2, 1:1, 
2:1 vorriitig zu halten). 

Die Aufteilung der Siule und die Elution erfolgt genau in der 
bei der Makrochromatographie iiblichen Weise. 

Die Eluate werden mit Wasser frei von Methanol gewaschen und 
dann durch eine Schicht von wasserfreiem Natriumsulfat gesaugt, die sich 
auf einer kleinen Glasfilternutsche befindet. Man wischt nach und fiillt 
das Filtrat in einem kleinen MeBkolben auf ein geeignetes Volumen auf, 

Colorimetrie. Die colorimetrischen Bestimmungen erfolgten im Stufen- 
photometer von Zeiss unter Anwendung des Filters $43 und der Kiivetten 
mit */, em Schjchtdicke. 


Genauigkeit der Analyse; Substanzverluste. Ks ist leicht ver- 
stindlich, daB man bei der Addition der in den einzelnen Chro- 
matogrammzonen vorhandenen Farbstoffmengen nicht quantitatiy 
die urspriinglich zum Versuch benutzte Totalmenge erhilt. Teils 
sind vielleicht die Farbstoffe im adsorbierten Zustand empfind- 
licher gegen Oxydation als in Lisung und teils wird eine gewisse 
Menge Farbstoff auch bei griindlicher Elution vom Adsorptions- 
mittel festgehalten. Bei gréBeren Stoffmengen halten sich diese 
Verluste innerhalb eines Bereiches von héchstens 5—10°/,, mit 
abnehmender Materialmenge steigen die prozentualen Verluste 
an, die Verluste kénnen bei ganz geringen Mengen bis zu 50°/, 
ausmachen. Kine strenge Proportionalitat zwischen Stoffmenge 
und GréBe des Verlustes besteht nicht, da ja noch andere Fak- 
toren deutlichen EinfluB ausiiben. Einige Beispiele mégen als 
Beleg dienen: 

Chromatographie eines aus Luzerne dargestellten ,,Carotindls*. 
Adsorptionsmittel: Aluminiumoxyd, reinst wasserfrei. I. Colorimetrisch be- 
stimmte Totalmenge an Carotinoiden vor der Analyse 1550 7. Adsorbiert 
an Siule 20 x 100 mm. Bei der Entwicklung mit Benzin-Benzol 1:1 bilden 
sich zwei kriftige wohlgetrennte, aber dicht beieinander liegende Phyto- 
xanthinzonen aus, weiter unten beobachtet man ein breites Band von §-Carotin 
und eine Spur «-Carotin. Nach dem Eluieren wurden gefunden: 550 
Phytoxanthine und 830 y 6-Carotin. Verlust also 170 y oder 11%). 

II. Colorimetrisch bestimmte Totalmenge an Carotinoiden vor der 
Analyse 1507. Saule 10 x 100mm. Gefunden 48,5 7 Phytoxanthine und 
41 y #-Carotin. Verlust also 38 °/). 

III. Colorimetrisch bestimmte Totalmenge an Carotinoiden vor der 


Analyse 60 7. Siéule 10 x 100 mm. Gefunden 16,5 y Phytoxanthine und 
15 y 6-Carotin. Verlust 48°). 
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hr er. & Analyse einer fast phytoxanthinfreien Lésung: Carotinoide aus 
asteur. [F Qchsenserum. Adsorptionsmittel wie oben. Colorimetrisch bestimmte Total- 
ersten [F carotinoidmenge vor der Analyse 274 y. Siule 10 x 100mm. Entwicklung 
1 kann Benzin-Benzol 1:1. Beobachtet eine ganz schwache Phytoxanthinzone 
Siule mach der Elution unmeBbar), eine Zone von epiphasischen Oxydations- 
cklung & produkten, eine etwa 1 cm breite 8-Carotinzone und eine Spur «-Carotin. 
isteur. FF Nach der Elution gefunden: 23 y Oxydationsprodukte, 249 y 8-Carotin. 
» 1:1, § YVerlust also knapp 1°/). 

: Colorimetrisch bestimmte Totalcarotinoidmenge vor der Adsorption 
in der F 70,7. Verlust bei der Chromatographie 21 7 = 30°/,. 
sae | Analyse der Carotinoide aus Menschenserum. Adsorptionsmittel 
be aia | wie oben. Siule 5 x 100 mm. Entwicklung Benzin-Benzol 1:2. Es bilden 
a sich 8 Zonen aus, nimlich: 1. eine Phytoxanthinzone (etwa 2 mm lang); 


2, eine Zone von epiphasischen Oxydationsprodukten [vgl. Willstaedt und 


ae Lindqvist)] (etwa 2 mm lang); 3. eine $-Carotinzone (etwa 15 mm lang). 


wn Die Zonen lagen sehr dicht beieinander ohne deutlich ausgebildete farblose 
ne Zwischenzonen. 
| Es wurden 2 Parallelanalysen ausgefiihrt, eine mit einer Totalcaro- 
vers tinoidmenge von 89,5 y und eine mit einer Menge von 377. Der Gesamt- 
‘hro- (  verlust war bei der einen Analyse 40°/,, bei der anderen 33°/,. Die prozen- 
tatiy (@  tuellen Anteile der in den einzelnen Ringen enthaltenen Carotinoide an 
Teils & der Summe der wiedergefundenen Carotinoide stellen sich wie folgt: 
ind. & Analyse I: ZoneI 8°, Zone II 64°/, Zone III 28°, 
risse » I: » 111% » Il 50%, » Ill 39°, 
OnSs- & Die Variationen bei diesen beiden Analysen sind, wie ersichtlich, 
iese [| nicht unbetrichtlich, aber andererseits nicht so groB, als daB die Analyse 
mit keine zuverlissige Beurteilung des relativen Verhiltnisses der Komponenten 
am ermdglichte. 
* Carotinoide aus Menschenmilch. Adsorptionsmittel und Entwicklung 
‘0 @ wie oben. Totalcarotinoidmenge 66 7, Siule 5 x 100mm _ 2 Zonen bilden 
ngeé # sich bei der Entwicklung aus: Phytoxanthine (10 mm lang) und #-Carotin 
ak- (50 mm lang). Gesamtverlust 24°). 
als § Bei den bisher angefiihrten Versuchen ist die Elution stets 
mit methanolhaltigem Benzin ausgefiihrt. Wir haben nun gepriift, 
1s“. ob die Verluste an Phytoxanthinen herabgemindert werden, wenn 
a | man die Elution mit Benzol—Methanol vornimmt. 
er F 
len Phytoxanthine aus Eidotter. Doppelanalyse mit je 46,5 y Phyto- 
te- xanthinen. Adsorbiert an Aluminiumoxyd. Entwicklung mit Benzol-Benzin 
tin : 2:1. Es bildet sich eine einzige Zone aus (Phytoxanthine werden an Alu- 
bw. | miniumoxyd so fest adsorbiert, daB im allgemeinen keine Unterteilung zu- 
stande kommt). Elution bei Analyse I mit Benzin-Methanol, bei Analyse II 
ler mit Benzol-Methanol. 
nd : Analyse I: Wiedergefunden 34,57 Verlust 24°/, 
; » I: ” 32,5 7 ” 30°/, 
er 
ad Die Differenzen zwischen beiden Analysen iibersteigen also hier nicht 


die normalen Versuchsfehler. 
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Kinen weiteren Versuch fiihrten wir unter Anwendung yop 
Calciumhydroxyd als Adsorptionsmittel aus. 

Chromatographie eines Extraktes aus Hagebutten. Adsorptions. 
mittel: Calciumhydroxyd. Totalmenge 135 y Carotinoide. Siule 20 x 100 mm, 
Entwicklung mit Benzin-Benzol 1:1. Totalverlust etwa 20°/,. 

Der Versuch deutet darauf hin, daB die Verluste an dem schwiichey 
adsorbierenden Calciumhydroxyd geringer sind, als am Aluminiumoxyd, 
Wir haben jedoch weiter oben begriindet, warum wir die Anwendung von 
Aluminiumoxyd vorziehen. 

Fir die bei der Chromatographie auftretenden Verluste 
scheinen Begleitsubstanzen, wie sie in Rohextrakten vorhanden 
sind, eine betriichtliche Rolle zu spielen. Wir beobachteten niim- 
lich, daS man im allgemeinen zur Erzielung eines wohlausgebl- 
deten Chromatogramms stiirker entwickeln mu, wenn ein Extrakt 
animalischen Ursprungs vorliegt, als es notwendig ist, wenn ein 
Extrakt vegetabilischen Ursprungs untersucht wird. Mdglicher- 
weise treten bei der Analyse von Carotinoiden tierischen Uraprangs 
oder von in tierischen Olen gelésten Pflanzencarotinoiden Vor- 
ginge ein, die an die von Koschara®) bei Pterinen beobachtete 
»sekundaradsorption“ erinnern. 

Die oben mitgeteilten Versuche geben nur relativen Aufschlub 
iiber die Genauigkeit der Methodik. Um sich genauer zu in- 
formieren, muB man naturgemif Analysen bekannter Mengen 
im voraus chromatographisch gereinigter Carotinoide 
ausfiihren. Wir haben auch solche Analysen durchgefihrt. 

Aus einem Tomatenpuree stellten wir zunachst chromato- 
graphisch einheitliche Phytoxanthin- und Lycopinlésungen her. 

Trennung von Phytoxanthin und Lycopin. Adsorptionsmittel: 
Aluminiumoxyd, reinst wasserfrei. Siiule 10 x 100 mm. Angewandt 33 7 
Phytoxanthin + 36 y Lycopin. Entwickelt mit Benzin-Benzol 1:4. Das 
Phytoxanthin bildete danach einen etwa 1 cm langen Ring an der Spitze 
der Siiule, etwa 5 cm tiefer sa das Lycopin, etwa!/, em breite Zone. Nach 
der Elution fand man 15,8 y Phytoxanthin (53°/, Verlust) und 28 y Lycopin 


(22°/, Verlust), also einen betriichtlich stirkeren Verlust bei den Phyto- 
xanthinen als bei dem weit weniger fest adsorbierten Lycopin. 


Trennung von Phytoxanthin und é-Carotin. Adsorptionsmittel 
wie oben. Sdule 10 x 100 mm. Entwicklung mit Benzin-Benzol 1:1. An- 
gewandt 24,5 y Phytoxanthin und 20,5 y 6-Carotin. Das Phytoxanthin bildete 
eine etwa 10 mm breite Zone an der Spitze der Siule, etwa 50 mm tiefer 
bildete das #-Carotin eine 20 mm hohe Schicht. Gefunden nach Elution: 
13 y Phytoxanthine (Verlust 45°/,) und 13 y @-Carotin (Verlust etwa 30°,). 


Trennung von Lycopin und é-Carotin. Doppelanalyse. Analyse I 
chromatographiert an Aluminiumoxyd, reinst wasserfrei, Analyse II chro- 
matographiert an Aluminiumoxyd, zur Adsorptionsanalyse standardisiert nach 
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g von Brockmann. Siéule jeweils 10 x 100 mm. Das standardisierte Oxyd adsor- 
biert betrichtlich schwiicher als das gewoéhnliche. 


Analyse I: Angewandt: Lycopin 43,77 Wiedergefunden: 37,4 7 


ptions. & ar ¢ 
on 8-Carotin 38,4 7 36,2 7 

Analyse II: Angewandt: Lycopin 58,47 Wiedergefunden: 49,3 y 
Viiche EE 8-Carotin 38,4 7 35,6 
noxyd, 


Die Analysenverluste betragen also fiir Lycopin 14 und 17°/,, 


se fir 6-Carotin 6 und 7°/,. Der gréBte Verlust tritt bei dem stirkst 
‘luste adsorbierten Stott (Lycopin) auf. Ein deutlicher Unterschied in 
nden den Verlusten bet Anwendung von gewohnlichem und standardi- 
nam. siertem Aluminiumoxyd konnte hier nicht festgestellt werden. 
rehil. Jnter den Faktoren, die fiir einen Verlust an §-Carotin bei der Chro- 
trakt matographie verantwortlich sein konnen, wire auch an die von Gillam 
' und el Ridi’) beobachtete Isomerisierung von «- und #-Carotin an Alu- 
| €10 # miniumoxyd zu denken. Die Beschaffenheit des Aluminiumoxyds scheint 
her- | hier einen starken Einflu8 auszuiiben. Wiéhrend die genannten Autoren 
ungs J sebr weitgehende Isomerisierung beobachteten, fanden Zechmeister und 
Vor.  Y Cholnoky') nur geringfiigige Isomerisierung auch bei wiederholter Chro- 
' matographie. Auch bei unserem oben mitgeteilten Versuch kann nur eine 
tete - unbetrichtliche Isomerisierung stattgefunden haben. 
sluB Wir méchten schlieBlich noch einige Beobachtungen iiber 
Ha den Nachweis von A-Vitamin aus Milch und Serum im Mikro- 
ia chromatogramm mitteilen. . 
ide Tropft man auf eine aus dem Rohr hinausgedriickte Mikro- 
siule aus einer feinen Pasteurpipette Antimontrichloridlésung auf, 
so gibt sich der Sitz des Vitamins A durch das Auftreten einer 
tod blauen Farbung an vorher schwach gefirbten bis farblosen Be- 


| reichen der Siule zu erkennen. An Stellen, die von Carotinoiden 
tel:  kriftig angefarbt sind, erhalt man indessen ebenfalls eine Blau- 


Sa firbung. Die Farbung mit Antimontrichlorid kann also nur 
‘tzo 4 dann als Nachweis fiir Vitamin A gelten, wenn sie an einer 
ach =(— Yorher farblosen oder schwach gefirbten Stelle der Siiule intensiv 
pin auftritt. 

- Bei der Makrochromatographie ist das entsprechende Verfahren die 
| ,Pinselmethode“ von Zechmeister, v. Cholnoky und Ujhélyi’. 

- Bei obiger Verfahrensweise erhielt man in Mikrochromato- 
te [| grammen der lipoidléslichen Substanzen aus Menschenserum und 
fer — Menschenmilch eine kriaftige Blaureaktion der an sich nur schwach- 
: ‘ §  gefiirbten Phytoxanthinschicht. Kine Trennung von Phytoxanthin- 
” ff und Vitamin A-Schicht im Aluminiumoxydchromatogramm lief 
. ' sich nicht erzielen. Die gleichen Befunde wurden bei Unter- 


suchung der hypophasischen Fraktion nach Verteilung zwischen 
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Petrolither und 90°/,igen Methylalkohol erhoben. Bei gréBerey 
Mengen und Chromatographie an Calciumhydroxyd laBt sich diese 
Trennung bekanntlich durchfiihren [Karrer, Walker, Schépp u. 
Morf?)]. Der mikrochromatographische Nachweis von A-Vitamin 
kann, falls der Experimentator einige Erfahrung besitzt, cine 
grobe Schatzung des A-Vitamingehaltes in den Extrakten ermig. 
lichen. Stehen also nur sehr geringe Materialmengen zur Ver. 
figung, so kann man durch ein Mikrochromatogramm eine 
Orientierung iiber die Verteilung der Carotinoidfraktionen und 
des Vitamins A erhalten. 


Zusammenfassung. 


Eine Methode zur Mikrochromatographie von Carotinoiden 
und Vitamin A wird beschrieben. Die Technik der Methode wird 
besprochen. Die Genauigkeit der Methode wird an Beispielen 
erliutert, die Fehlerquellen werden diskutiert. Bei Gesamtcaro- 
tinoidmengen unter 307 gestattet die Methode nur eine grob- 
quantitative Schitzung. Bei griéferen Mengen ist eine Messung 
méglich, aber man muB bei der Bewertung der Ergebnisse die 
unvermeidlichen Fehler beriicksichtigen, die sich fiir Mengen von 
30—150 y auf 20—50°/, belaufen kénnen. Die gréBten Verluste 
treten bei den starkst adsorbierten Stoffen auf. 


Es ist uns eine gern erfiillte Pflicht, Herrn Prof. Dr. L 8S. Fridericia 
fiir sein wohlwollendes Interesse und die Férderung unserer Arbeit zu danken. 
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Untersuchung der Galle aus Krétenleber 
bei Durchblutungsversuchen mit Sterinen. 


Von 
Toshizo Kimura. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1938.) 


Vor einigen Jahren haben Shimizu u. Oda bzw. Kazuno!) 
aus der Wintergalle von Kréten ungepaarte Gallensdiuren, die 
Trioxy-bufo-sterocholensiiure und die Trioxy-iso-sterocholensiure 
C,,H,,0, isoliert, die nach Annahme der Autoren unter gewissen 
Bedingungen im Krétenorganismus aus Ergosterin oder Vitamin D, 
gebildet werden, um weiter in Gallensiuren iiberzugehen. 

Um dariiber GewiBheit zu erlangen, habe ich die lebende 
Krétenleber im Sommer unter Zusatz von verschiedenen Sterinen 
durchblutet, wobei die anfangs negative oder schwach positive 
Pettenkofersche Reaktion der Galle aus Leber durch Zusatz 
von Ergosterin, bestrahltem Ergosterin, Koprosterin und Allo- 
cholesterin wieder positiv oder verstiirkt und die Gallenausfuhr 
gesteigert wird. 

Dies scheint darauf hinzuweisen, daf diese zugefihrten 
Sterine in der Krétenleber in Gallensiuren, wie Bufodesoxychol- 
siure®) oder in ihre Vorstufe wie Sterocholsiiure*®) und 'T'rioxy- 
sterocholensiure!) tibergegangen sind, die alle Pettenkofersche 
Reaktion zeigen. Es ist aber noch nicht gelungen, ein solches 
Abbauprodukt des Sterins aus der bei Durchblutung der Leber 
ausgeschiedenen Galle und aus dem Durchblutungsblut chemisch 
rein zu isolieren. Bei dieser Durchblutung erscheint das zu- 
gefiihrte Sterin zum Teil unverandert in der Vena hepatica. 





1) Diese Z. 227, 74 (1984); 239, 67 (1936). 
2} T. Okamura, J. of Biochem. 8, 351 (1928); 10, 5 (1928); 11, 103 
(1929). 
5) H. Wieland u. S. Kishi, Diese Z. 214, 47 (1933). 
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Seit der Entdeckung der engen konstitutionellen Beziehung 
zwischen Gallenséuren und Cholesterin haben viele Autoren wie 
zB. Goodmann!), Foster, Hooper und Whipple?), Thann- 
hauser®’), Enderlen, ThannhauserundJenke‘), Schénheimer 
und Yuasa‘) und Jenke®) versucht, den Beweis fiir die Bildung 
von Gallensiuren aus Cholesterin zu fiihren, was ihnen jedoch 
nicht gelungen ist. Auch wir konnten beim Durchblutungs. 
versuch der Krétenleber unter Zusatz von Cholesterin, Dihydro- 
cholesterin und Sitosterin in der Galle aus Leber keine Petten- 
kofersche Reaktion und keine Vermehrung der Galle feststellen, 
Es scheint mir also keine direkte genetische Beziehung zwischen 
Cholesterin, Dihydrocholesterin und Sitosterin und den Gallen. 
siuren zu bestehen. 


Methode. 


Die Kréten wurden in Riickenlage auf einem Brett festgebunden; 
unter Athernarkose wurde ihnen Brust und Bauch geéffnet. In die Gallen- 
blase wurde eine graduierte Glaskaniile von 10em Linge und 1 mm Durch- 
messer eingefiihrt und festgebunden, um die aus der Leber ausgeschiedene 
Galle zu sammeln. Die Ringer sche Lésung wurde nach der Methode von 
Nishimaru’) zur Durchblutung in die Leber eingebracht, wobei die Lésung 
aus der Mariotteschen Flasche sowohl durch die A. gastrohepatica 
unter 250—280 mm Wasserdruck als auch durch die V. pfortae oder die 
V. abdominalis unter 40—60 mm Wasserdruck einstrémte und aus der 
V. hepatica ausfloB. Wihrend der Durchblutung wurde die Galle stindig aus 
der Leber ausgeschieden und das Herz 6 Stunden lang in Tiatigkeit gehalten. 
Da eine bestimmte Beziehung zwischen der Gallenmenge und dem Blutdruck 
besteht, so wurde die Durchblutung bei konstantem Druck ausgefiihrt. Da 
nach einer 4 Stunden langen Durchspiilung der Leber mit Ringer scher 
Lésung die Pettenkofer sche Reaktion der Galle negativ wurde, so wurde 
die Ringersche Lésung von der fiinften Stunde an unter Zusatz von 
2cem Olivenél als Kontrolle oder 2 cem einer 0,1°/, igen Sterinlésung in 
Olivenél eingebracht, Es wurde untersucht Ergosterin, bestrahltes Ergo- 
sterin, Koprosterin, Allocholesterin, Cholesterin, Sitosterin und Dihydrochole- 
sterin. 

Die Galle aus der Leber wurde stiindlich gesammelt und ihre Petten- 
kofersche Reaktion genau untersucht. In dem aus V. hepatica ausflieBenden 
Blut wurde das Ergosterin nach der Liebermannschen sowie der Tor- 


') Hofmeisters Beitriige 9, 91 (1907). 

2) J. of Biol. Chem. 38, 421 (1919). 

*) Dtsch. Arch. klin. Med. 141, 303 (1923). 
*) Arch. exper. Path. (D.) 130, 292 u. 308 (1928); 135, 180 (1928). 
5) Diese Z. 180, 1 (1929). 

®) Arch. exper. Path. (D.) 163, 175 (1931). 

’) Okayama Igakkai Zasshi 40. Jg., 1604 (1928). 
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telli- Jaffeschen Reaktion und das Cholesterin nach der Lie bermann- 
schen und Salkowskischen Reaktion nachgewiesen. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle und Fig. 1 und 2 dar- 
gestellt. 


Ergebnisse. 


Aus Fig. 1 und 2 sieht man, daB die durchschnittliche Gallenmenge 
der einzelnen Versuche sowohl bei der Kontrolle als auch bei der Zufuhr 
yon Olivenédl sowie von Cholesterin, Sitosterin und Dihydrocholesterin mit 
der Zeit im allgemeinen allmihlich abnimmt, wihrend durch Zufuhr von 
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Fig. 2. 
Gallenmenge nach Stunden. 
Olivenél - — - Kontrolle 
— — — — Cholesterin — — — — Ergosterin 
--—  Dihydrocholesterin Bestrahltes Ergosterin 

Sitosterin. —.-—+-—.--+ Allocholesterin 


—+—.—-»— Koprosterin. 


Ergosterin, bestrahltem Ergosterin, Koprosterin und Allocholesterin die all- 
mihlich verminderte Galle sich wieder vermehrt, genau wie das bei Zufuhr 
von Gallensiuren der Fall ist. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, tritt die Pettenkofersche Reaktion 
der Galle sowohl beim Kontrollversuch als auch bei Zufuhr von Olivenél 
sowie von Cholesterin, Sitosterin und Dihydrocholesterin am Anfang der 
Durchblutung stark positiv auf, wird aber mit der Zeit allmahlich schwiicher, 
um nach 4 Stunden fast negativ zu werden, wiihrend nach Zufuhr von 
Ergosterin, bestrahltem Ergosterin, Koprosterin und Allocholesterin die fast 
negative Pettenkofersche Reaktion wieder positiv auftritt. Die nach jeder 
Stunde gesammelte Galle zeigte aber keine Hammarstensche Reaktion, 
da die Gallenmenge nicht ausreichend war. Das aus der V. hepatica aus- 
flieBende Blut zeigte nach der Zufuhr von Cholesterin oder Ergosterin je 
die spezifische Reaktion dieser Sterine. 

Die die Leber durchstrémenden Sterine wie Ergosterin, das bestrahlte 
Ergosterin, Koprosterin und Allocholesterin scheinen also in eine Gallen- 
siure iibergegangen zu sein, die die Pettenkofersche Reaktion zeigt. 
Somit kénnte die im Krétenorganismus aus Sterinen gebildete Gallensiure 
eine Desoxycholsiure, wie z. B. die Bufodesoxycholsiure, sein, was weiter 
chemisch untersucht werden muB. 
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Uber die Bakterienasparaginase. 
Von 
Senji Utzino und Mitzimasa Imaizumi. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultaét Nagasaki.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1938.) 


Auf Grund eingehender Bearbeitung haben W. Grassmann 
und O. Mayr?) geschlossen, daB die Hefeasparaginase mit strenger 
Spezifitiit auf die Konstitution und Konfiguration des natiirlichen 
|-3-Asparagin eingestellt ist. Um die Kenntnis der von einem’) 
von uns mitgeteilten Bakterienenzyme zu erweitern, bemiihten wir 
uns hier um Untersuchung der Bakterienasparaginase. 

Als Enzymlésung wurde Digestionssaft frischer oder getrock- 
neter Keime (37° oder Zimmertemperatur unter Toluol) gebraucht. 
Das Zentrifugat des Digestionssaftes erwies sich steril (Platten- 
agarverfahren). Bei p,, 7,0—8,0 ist die hier gepriifte Digestions- 
lésung frischer Keime imstande, Ammoniak aus Asparagin in mehr 
oder weniger hohem Grade abzuspalten (Tab. 1). 

Als optimale Reaktion der Bakterienasparaginase (Digestions- 
lisung frischer Keime), also giinstigste Ammoniakzunahme, wurde 
P,, (,0—8,0 gefunden. 

Fir Protensasparaginase, die aus dem Trockenpulver bereitet 
wurde und Chloracetyl- und Benzoylasparagin kaum mehr an- 
zugreifen vermochte, liegt das Optimum der Reaktion bei p,, 8,0 
(Tab. 2). Auch nach G. E. Grover und A. C. Chibnall*) ist das 
optimale p,, der Pflanzenasparaginase 7,0. 

Bei Versuchen mit Chloracetyl- und Benzoylasparagin wurde 
ebenfalls eine deutliche Ammoniakabspaltung durch Bakterien- 
digestat beobachtet (Tab. 3). Bei weiteren Versuchen mit Proteus- 
enzym, das auch Chloracetylphenylalanin sowie Diglycin hydro- 
lysieren konnte (Tab. 2), hat der Wert der Acidititszunahme aus 
Chloracetylasparagin denjenigen der Ammoniakentwicklung (‘T'ab. 4) 
weit tibertroffen; die Acetylgruppe des Chloracetylasparagins wird 
also wohl zuerst abgespalten und dadurch Asparagin frei. Da- 
gegen besteht Parallelitiit zwischen Aciditiitszunahme und Ammo- 
niakentwickelung aus Benzoylasparagin durch Proteusenzym (Tab. 4). 
Ubereinstimmend damit -konnte aus der Digestionslésung mit Ben- 
zoylasparagin keine Benzoesiure isoliert werden (Tab. 3). Nach 


M. Imaizumi*) wird Benzoylglycin oder Benzoyldiglycin nur 
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durch B. prodigiosus und Staphylococcus aureus angegriffen und 
Acylglutaminsaure widersteht im allgemeinen der Bakterienacylase 
sehr stark. Infolgedessen darf man wohl eine direkte Amidase. 
wirkung der Proteusasparaginase auf Benzoylasparagin annehmen, 
das von Leberasparaginase”) ebensowenig wie Chloracetylasparagin 
von Hefeasparaginase') angegriffen werden konnte. Weil mehr 
als 50°/, des Gesamtstickstoffs des Asparagins dabei als NH, 
entwickelt wurden, wurde nach Fumarsiure in den Ansitzen ge- 
sucht und diese auch aus der Digestionslésung mit Asparagin 
isoliert (Tab. 1). 

Hier sei hervorgehoben, da8 schon iiber die Desaminierung 
und Synthese der l-Asparaginsiiure aus Fumarsiure und Ammoniak 
durch B. coli zuerst von J. H. Quastel und B. Woolf'), ferner 
durch verschiedene andere Bakterien, z. B. B. proteus, B. prodi- 
giosus usw. von R. P. Cook und B. Woolf®) berichtet worden ist. 


Experimenteller Teil. 
Tabelle 1. 


Asparaginspaltung durch Digestat frischer Keime. Fumarsiiurebildung. 


Auf Plattenagar gesammelte Bakterien wurden in der 3fachen Menge 
Wasser suspendiert, Toluol zugesetzt, bei 37° 2 Tage lang digeriert und 
dann abzentrifugiert. 5 cem Zentrifugat wurden mit 2 cem 1 m-Asparagin- 
lésung und 20 ccm m/15-Phosphatpuffer gemischt und unter Toluolzusatz 
bei 37° 5 Tage lang aufbewahrt. Das bei der Digestion gebildete Ammoniak 
wurde nach Folin mit 0,02 n-H,SO, bestimmt. Zur Kontrolle wurde Enzyn- 
pufferlésung ohne Substrat einerseits und Substratpufferlésung ohne Enzym- 
lésung andererseits unter gleichen Bedingungen digeriert. 

In der Tabelle finden sich die korrigierten Werte der Ammoniak- oder 
Acidititszunahme zusammengefaBt wiedergegeben. 
































Ammoniakzunahme bei verschieden. Pir -Werten 
Bakterien in 27 ecm (com | 0,02 n-SO,H,) 

Py= 5,0 60 | 70 | 80 
Se 6s aw ewe 13,6 33,9 51,0 | 50,4 
B. subtilis 3,5 2,1 | 7,8 | 6,6 
B. prodigiosus. 11,4 24,9 | 26,4 | 29,4 
B. pyocyaneus . 10,0 165 {| 81,5 | 84,5 
Staphylococcus aureus . 0,5 i 0,8 | 0,5 
B. coli . 7,8 10.8 | 17,6 | 185 
B. typhi 4,3 9,5 | 114 | 10,3 
B. dysenteriae. 1,1 21 | 384 | # 4,6 


Bei einem Versuch mit Proteusdigestat (0,151 g Asparagin + 5 ccm 
Proteusdigestat + 20 ccm Puffer) haben wir festgestellt, daB der enzymatisch 
gebildete Ammoniak-N mehr als 50°/, des Gesamtstickstoffes betriigt, wie 








1 und 
*ylase 
dase. 
imen, 
ragin 
mehr 

NH, 
1 ge- 
ragin 


rung 
niak 
rner 
rodi- 


1 Ist, 


ng. 
enge 
und 
ein- 
satz 
niak 
ym- 
ym- 


yder 


‘ten 


om 
ch 
ie 





» 


Uber die Bakterienasparaginase. 53 


NH,-N 6,91 mg (24,7°/,) nach 2 Tagen und 18,48 mg (66°/)) nach 5 Tagen. 
Die Ergebnisse der Isolierungsversuche der Spaltungsprodukte in Asparagin- 
digestat sind hier zusammengefabt wie folgt: 

1. 20 cem Macerationssaft der Proteusbacillen wurden mit 30 ccm 
Phosphatpuffer und 3g Asparagin unter Toluolzusatz bei 37° 7 Tage auf- 
bewahrt. Aus dem Atherextrakt der angesiuerten Digestionslésung schieden 
sich etwa 1,2 g nadelférmige Krystalle aus, die Permanganat entfirbten 
und bei 200° sublimierten. 0,029 g Didintine verbrauchten zur Neutrali- 
sation 5,0 cem 0,1 n-NaOH (ber. fiir C,H,(COOH), 5,0 cem 0,1 n-NaOH}. 

2. Bei den unter gleichen Bedingungen angestellten Versuchen mit 
Coli- oder Prodigiosusmacerationssaft wurde auch Fumarsiure isoliert. 


Tabelle 2. 


Asparaginabspaltung durch Digestat getrockneter Proteusbakterien. 

Trockenpulver der Proteusbakterien wurde mit der 10fachen Menge 
Wasser unter Toluolzusatz bei 37° 24 Stunden lang digeriert und abzentri- 
fugiert. 2cem Zentrifugat + 1 ccm 1 m-Substratlésung + 20 ecm Phosphat- 
puffer, +t 24 Stunden. 


Ammoniakzunahme bei verschieden. sie Werten 
Substrate in 23 eem (cem 0,02 n-SO,H,) 


Po=6,0 | 65 | 70 | 75 | 80 | 88_ 




















| 
l-Asparagin ...... 4,6 | 8,2 | 8,7 11,5 16,4 12,1 
Chloracetyl-l-asparagin . 0 | 0 0,2 0,1 0 0 
Benzoyl-l-asparagin. . . 01 | O 0 0,4 0 — 


Tahetie % 


Spaltung des Acylasparagins durch Bakteriendigestat. 

a) Ammoniakbestimmung: 5 cem Bakteriendigestat (wie Tab. 1) + 2 ccm 
| m-Substratlésung + 20 cem Phosphatpuffer (py 7,2) 37°, 5 Tage). 

b) Acidititsbestimmung (nach Sérensen): 2 ccm Proteusdigestat 
(Zimmertemperatur, 8 Tage) + 5 ccm 0,1 m-Substratlésung + 10 cem Puffer 
(py 7,0), 37°, 2 Tage. Dieses Proteusdigestat griff unter gleichen Bedingungen 
Chloracetyl-l-phenylalanin (0,63 cem 0,1 n-NaQH, 48 Stunden), sowie Diglycin 
(0,85 eem 0,1 n-NaOH, 48 Stunden) an. 

Der Versuch, aus einer Verdauungslésung mit 2 g Benzoyl-l-asparagin 
(37°, 7 Tage) Benzoesiure zu isolieren, fiihrte zu keinem Erfolg. 














Chloracetyl- ‘He -asparagin -_ Benzoyl-1-aspar agin 
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Tabelle 4. 





Ammoniak- und Acidititszunahme bei der Acylasparaginspaltung. 


0,1042 g Chloracetyl-l-asparagin oder 0,118 g Benzoyl-1-asparagin 
+ 16 cem Puffer (py, 7,0) + 4 ccm Proteusdigestat. 37°. 





Substrate 


Chloracetyl- 


]-asparagin 


Benzoyl- 
l-asparagin 
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» G. 
swe 
. R. 


Ook CD = 


Sie 








Tage 


NH,-Zunahme in 10 ecm 


Acidititszunahme in 5 cem 
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Die enzymatische Hydrolyse von Triathylcarbinol--d-glucosid. 


Ein Beitrag zur Frage der sterischen Hinderung 
und ihrer Bedeutung fiir die Hydrolyse von Glucosiden. 


Von 


Stig Veibel und Hanne Lillelund. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Miirz 1938.) 


Vor einiger Zeit haben wir gezeigt'), da der von Veibel 
und Nielsen?) mitgeteilte Befund, daB die enzymatische Hydrolyse 
vom Trimethylcarbinol-f-d-glucosid mittels Emulsin so langsam 
verliuft, daB das ‘Glucosid beinahe als unspaltbar bezeichnet 
werden muB, nicht auf andere Glucoside tertiiirer Alkohole ver- 
allgemeinert werden kann. Die Untersuchung der Hydrolyse der 
Glucoside von Amylenhydrat, Methyl-diathylcarbinol und Triathy!l- 
carbinol hat ergeben, daB alle 3 Glucoside schneller als das erst- 
senannte hydrolysiert werden, indem fiir die Geschwindigkeits- 
konstanten (U,0400 m-Glucosidlésungen), angegeben als k/e (sal. f.), 
folgende vorliufigen Werte gefunden wurden: 


(CHs)ox_ CH3~_ , 
Alkohole . . (CH,),;COH on, OOH CH, ZCOH (C,H;),COH 


10°-k/e (sal. f.) 0,02 0,4 3,8 1,7 


Beim letzten Glucosid war aber die Konstanz der ,,Kon- 
stanten“ so gering, daB es uns notwendig erschien, eine Bestim- 
mung der Affinititskonstante der Kmulsin—Glucosid-Verbindung 
und der Emulsin—Triithylcarbinol-Verbindung vorzunehmen, um 
zu sehen, ob das Absinken der Geschwindigkeitskonstante mit 
fortschreitender Hydrolyse durch die Affinitit des Carbinols zum 
Emulsin erklirt werden kénnte. Das Ergebnis dieser Unter- 
suchung wird hier mitgeteilt. 

Das benutzte Priparat von Triithylcarbinol-f-d-glucosid war 
nach den Angaben von Veibel und Lillelund’) hergestellt. 
Wie dort angegeben, krystallisiert das Glucosid mit 1 Mol H,O 
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und zeigt Schmelzp. 96,5—97,5° und [a]? =— 13,44° (Wasser. 
c = 2,997). | 

Zuerst wurde die Geschwindigkeitskonstante der Hydrolyse 
von 0,0400 m-Glucosidlésungen bei 30° und bei 20° bestimmt, 
Wie iiblich wurden die Versuche so ausgefiihrt, daB vorgewirmte 
Lésungen vom Glucosid in Acetatpuffer (p,, = 4,4) und vom Emulsin 
in Wasser zur Zeit 0 im 50 ccm-MeBbkélbchen gemischt wurden. 
Dann wurde mit vorgewarmtem Wasser bis zur Marke aufgefiillt, 
1 ccm Toluol wurde hinzugefiigt, und das ganze wurde gut durch- 
geschiittelt und wieder im Thermostaten angebracht. Zu den 
gewiinschten Zeiten wurden Proben zu 5 ccm herausgenommen, 
die zu 1 ccm 20°/,iger K,CO,-Lésung gegeben wurden, um die 
enzymatische Tatigkeit abzustoppen. Nach mindestens 3 Stunden 
(um die Mutarotation ablaufen zu lassen) wurde polarimetriert. 
Wir méchten daran erinnern, dab die spezifische Drehung der 
Glucose und der Glucoside in den alkalischen Lésungen, die zur 
Polarimetrierung kommen (p,=10—11), eine andere ist als die 
im Wasser gefundenen spezifischen Drehungen‘4), Fir Triithy)- 
carbinol-8-d-glucosid wurde gefunden: Wasser, neutrale Reaktion, 
[a]? = — 13,44°, Wasser, p, = 10—11, [a]?? = — 14,43°% 

Die Polarimeterablesungen wurden in der friiher*) angegebenen 
Weise fir die in der Zeit zwischen Probeentnahme und Polari- 
metrierung eingetretenen Anderungen korrigiert. 

Die Tab. I gibt das Ergebnis der Bestimmung. Man sieht, 
daB von einer Reaktionskonstante kaum die Rede sein kann. 

Um die Hydrolysegeschwindigkeiten bei 30° und bei 20° 
vergleichen zu kénnen, miissen Punkte herausgegriffen werden, 
wo die Hydrolyse ungefahr gleich weit vorgeschritten ist, z. B. 
180 Minuten bei 30° und 540 Minuten bei 20° Daraus ersieht 
man, daB die Hydrolyse bei 30° 3mal so schnell verliuft wie 
bei 20°. 

Dann wurde die Affinitatskonstante des Glucosids bestimmt, 
indem wir die Geschwindigkeitskonstanten von Liésungen be- 
stimmten, die 0,0400 m, 0,0800 m, 0,1200 m oder 0,1600 m in 
bezug auf Glucosid waren, waihrend die Emulsinkonzentration in 
allen Lésungen dieselbe war. Die Spaltungsgrade, die bei der 
Berechnung von Geschwindigkeitskonstanten benutzt wurden, haben 
maximal 25°/, betragen, damit der hemmende HinfluB der Spalt- 
produkte nicht zu sehr zum Vorschein kommen sollte. In der 
Tab. II werden die Mittelwerte der gefundenen Geschwindigkeits- 
konstanten angegeben. 
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asser, Tabelle I. 
Triithylearbinol-§-d-glucosid, 0,0400 m. 30° und 20°. 
































ol : 
ices Cumulsin = 93840 g in 50 cem. sal. f. = 0,044. apmutsin = — 0,650°. 
rte “Glucosid Anfang ~ + 0,285°, &Glucosid Endwert = + 9,620 °. 
oa | Zeit (Min.) | orrigiert w ilies _— 
‘den, — EE a I a :seanicr dean 
fillet, : 1. Hydrolyse bei 30°. 
rch. 0 — 0,935 sa 0,905 - 
den & 180 — 0,830 0,105 0,800 2,98 
_ 360 — 0,760 0,175 0,730 2,59 
’ & 540 — 0,715 0,220 0,685 2,24 
die 780 — 0,670 0,265 0,640 1,98 
den : 1470 — 0,550 0,385 0,520 1,64 
et 2160 — 0,455 0,480 0,425 1,52 
— ie 2940 — 0,360 0,575 0,330 1,49 
der | 4350 — 0,245 0,690 0,215 1,43 
read 2. Hydrolyse bei 20°. 
die 0 0,935 0,905 
_ 0.8 ie sit 
yl. 180 ~ 0,895 0,040 0,865 1,09 
‘on, 360 — 0,855 0,080 0,825 1,12 
540 — 0,830 0,105 0,800 0,99 
780 — 0,810 0,125 0,780 0,83 
len 1470 — 0,765 0,170 0,735 0,62 
ri- : 2160 — 0,705 0,230 0,675 0,59 
2940 — 0,660 0,275 0,630 0,54 
) 4350 — 0,575 0,360 0,545 0,51 
it, 
0 Tabelle II. 
- Geschwindigkeitskonstanten bei verschiedenen Glucosidkonzentrationen. 
B. 1 Cemulsin (2 allen Fallen 0,1638 g in 50 cem. sal. f. = 0,091. 
ht : 1 cem Toluol zu 50 cem Versuchslésung. 
>. re 0,0400 0,0800 ~=—-0,1200 0, 1600 
Wee. .i ss OS 2,01 1,55 1,24 
‘ Nach der von Veibel®) angegebenen Berechnungsweise: 
; - > ky+Cy — kpc, 
n k (K,, +¢,)=konst. oder K, = — 
n oe 
r | findet man als Mittelwert K, = 0,057 oder y= 17, d.h. dab 


| die Affinitét zwischen Emulsin und Glucosid ziemlich gro ist, 
. ' etwa 25mal gréBer als zwischen Emulsin und Trimethylcarbinol- 
, | glucosid, wo friher’) K, = 1,46, Ky, = 0,68 gefunden wurde. 
Fiir Glucose wurde mit dem in friiheren Arbeiten®) ge- 
f fundenen Wert K,,, = 0,18 gerechnet. 
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Endlich wurde die Affinitatskonstante des Carbinols, K, 


dadurch bestimmt, daB die Geschwindigkeitskonstante von Lisungey, 


die 0,0400 m in bezug auf Glucosid und zur selben Zeit 0,00 n 
0,01 m, 0,02 m, 0,04 m, 0,08 m oder 0,12 m in bezug auf yi 
aithylearbinol waren, bestimmt wurden. Wie friiher') angegebafe 






ist dann — 
K m Carb. 


(ia caine) He 


wo k die Geschwindigkeitskonstante der nicht gehemmten Lisung§— 
k, die der mit Carbinol von der Konzentration x gehemmtaf 


Lésung ist. 


In dieser Versuchsreihe wurde den Versuchslésungen keif 
Toluol hinzugefiigt, und ein Vergleich der Geschwindigkeits§ 
konstanten des in Tab. I beschriebenen Versuchs und des hich 
erwihnten ungehemmten Versuchs gibt also Auskunft iiber diff: 


Toluolwirkung*) im Falle des Triithylcearbinol-glucosids. 


Die Tab. III gibt die Resultate wieder, indem fiir alle Lésunge: 


die k-Werte bei etwa 12°/,iger Spaltung angegeben sind. 
Tabelle III. 


Cymulsin = 9,3917 g in 50 ccm. sal. f. = 0,091. Cgiycosig = 90,0400 m. 
Ohne Toluol. 
Ccarbinol «°° * 9,00 0,01 0,02 0,04 0,08 0,12 
a 446 3,39 2,70 1,90 1,30 0,90 
° aa 132 1,65 236 3,44 4,96 
: ae 0,0185 0,0182 0,0173 0,0193 0,0178 


Kn, Mittel 0,018 


In der Tab. I wurden kj20,,/e (sal. f.) = 2,02-10~%, und hier 
kyo0,/e (sal. f.) = 1,26-10~? gefunden. Die Toluolwirkung ist also 
2,02 /1,26 = 1,60 oder 60°/,. 

Der eine von uns hat in friiheren Arbeiten®*) gezeigt, dat 
der Fall der Geschwindigkeitskonstanten mit fortschreitender 
Hydrolyse sich weitgehend beheben laiBt, wenn man die Ge: 
schwindigkeitskonstanten von Punkt zu Punkt berechnet, und 
wenn man statt mit eingewogenem Emulsin nur mit dem an das 
jeweils vorhandene Glucosid gebundenen Prozentteil des Emulsins 
rechnet. Wenn diese Gréfe « genannt wird, konnte gezeigt 
werden [*), und zwar 8. 30], da8 fiir alle Glucosidkonzentrationen 
die GréBe k-c/x-e (sal. f.) innerhalb der Versuchsfehler konstant 
ist. Die Berechnung von z, wenn K,,, K,,, und K,,, bekannt ist, 
ist a. a. O. angegeben. 
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Tab. V und VI gehérenden Versuchen. 
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Auch hier haben wir eine solche Neuberechnung aller oben 
erwihnten Versuchsergebnisse mit Triithylcarbinol-f-d-glucosid 
yorgenommen und geben in den Tab. IV—VI die neuberechneten 
Mab. I—IIL wieder. 



















































































Tabelle IV. 
| Zeit ’ © Glucose = ad ; a 
Min —% | k-10° | Cejucosia Ceasntes oj, | Mittel 10°-Kee/a 
1. Hydrolyse bei 30°. 

0 | 0,905 | 2,98 | 0,0400 | 0,0000 | 41,2 | 3.4 3,24 
180 | 0,800 2,21 0,0854 0,0046 32,2 80° 2,60 
360 | 0,730 1,54 | 0,0323 | 0,0077 | 27,8 | 56’ 1,87 
540 0,685 1,23 0,0303 0,0097 25,0 98°7 1,57 
780 0,640 1,31 0,0283 0,0117 22,4 1938 1,90 
147 0,520 1,27 0,0230 0,0170 16,5 14°6 2,00 
2160 0,425 1,41 0,0188 0,0212 12,6 10.9 2,43 
9940 0,380 1,32 0,0146 0,0254 9,1 73 2,64 
4350 | 0,215 0,0095 | 0,0305 5,5 , 

10?-kec/x-e (sal. f.) = 0,16. Mittel 2,28 
2. Hydrolyse bei 20°. 

0 0,905 1,09 0,0400 0,0000 41,2 39 5 1,10 
180 | 0,865 1,14 | 0,0382 | 0,0018 37,7 aa 1,21 
360 | 0,825 | 0,74 | 0,0365 | 0,0035 | 34,5 mo 0,81 
540 | 0.800 0,46 0,0354 | 0,0046 32,6 pe 0,51 
780 0,780 0,37 0,0345 0,0065 31,1 29'6 0,44 
1470 | 0,735 | 0,54 | 0,0325 | 0,0075 | 28,1 | 92%. 0,66 
2160 | 0,675 | 0,38 | 0,0298 | 0,0102 | 24,4 | 92%) 0,49 
2940 0,630 0,45 0,0279 0,0121 21,9 19°7 0,63 
4350 0,545 0,0240 0,0160 17,5 ; 

10°?-k-c/x +e (sal. f.) = 0,05. Mittel 9,73 
ky [ky = 3,1 

Tabelle V. 
_ a a aa 0,0400 0,0800 00,1200 00,1600 
10?-k-c/a-e (sal. f.) . . 0,19 0,19 0,19 0,18 

Tabelle VI. 
a . 0,00 0,01 0,02 0,04 0,08 0,12 
10?-k+c/x-e (sal. f.) 0,13 0,18 0,13 0,138 0,18 0,14 


Die Tab. VII und VIII sind Beispiele aus den zu den 
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Tabelle VIL. 
Tridthylearbinol-glucosid = 0,1600 m. K,, = 0,057, Km, = 0,180, Km, = 0,018, 
e = 0,1638 g in 50 cem. sal. f. = 0,091. 1ccem Toluol. 30° 


iasccesinaabdainianentatbamadinaeeinilanats oun —o 











Zeit 





























© Glucose = x 
Min. itll k + 10° CGlucosid aie , Twitter |10°+k-c,x 
0 3,620 1,38 0,1600 | 0,0000 73,7 70.1 3.14 
120 3,485 1,21 0,1540 | 0,0060 66,5 68°6 2,94 
240 3,370 | 0,87 0,1489 0,0111 60,7 59°5 2,18 
360 3,290 0,95 0,1454 | 0,0146 58,3 561 2,46 
480 3,205 0,1416 0,0184 53,9 
10?-k-c/a-e (sal. f.) = 0,18. Mittel 2,68 


Tabelle VIII. 
Triaithylcearbinol-glucosid = 0,0400 m. Carbinol = 0,02m. K,, = 0,057, 
Km, = 0,180, Km, = 0,018. e =0,3917g in 50cem. - sal. f. = 0,091. 
Kein Toluol. 30°. 






































Zeit | — 2 2 nee 
Min. | © — © |%*10*] C@tucosia | CGtucose | “carbinol 0), | *Mittel 10°-Kec/x 
0 | 0,905 | 2,86 0,0400 0,0000 0,0200 25,0 24.3 4,70 
60 | 0,870 | 2,97 | 0,0385 | 0,0015 | 0,0215 | 23,5 | 55’3 | 4,99 
120 | 0,835 | 2,37 | 0,0369 | 0,0031 | 0,0231 | 22,0 | 91’, | 4,12 
210 | 0,795 | 2,48 | C,0851 | 0,0049 | 0,0249 | 20,4 | 5.75 4,65 
420 | 0,705 | 2,87 | 0,0312 | 0,0088 | 0,0288 | 17,1 | 5.) 4,99 
780 | 0,580 | 1,86 | 0,0256 | 0,0144 | 0,0344 | 13,1 | 40’, 4,38 

1560 | 0,415 0,0183 | 0,0217 | 0,0417 8,5 , 
10°-k-c/a-e (sal. f.) = 0,13. Mittel 4,64 


Aus den Tab. I und IV geht hervor, daB k,,/k,, = 3,0 baw. 3, 
ist, wihrend Veibel und Eriksen®) gefunden haben, daB fiir 
Glucoside primiérer und sekundirer (nur 1 Beispiel) Alkohole 
kg, /Koq = 2,1 ist. Es scheint also, als ob die Aktivierungswirme 
bei den Glucosiden tertiarer Alkohole gréfer ist, als bei den Gluco- 
siden primarer und sekundirer Alkohole. Dieses Verhalten er- 
innert an den von Veibel§) mitgeteilten Befund, daB die Reaktions- 
warme bei der enzymatischen Synthese von Glucosiden am groften 
bei den tertiiren Alkoholen ist, etwas kleiner bei den sekundiren 
und am kleinsten bei den primiren. Weder hier noch bei den 
Bestimmungen der Reaktionswirme geniigen aber die unter- 
suchten Fille, um sichere Folgerungen ziehen zu kénnen. 

Wihrend also nach der gewéhnlichen Berechnung Triathyl- 
carbinolglucosid etwa 90mal schneller hydrolysiert wird als 
Trimethylearbinolglucosid, ist das Ergebnis der hier benutzten 
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| Berechnungsweise, daB das erstere etwa 4mal schneller hydrolysiert 
| wird als das letztere. Dafiir ist aber die Affinitit des ersteren 


an das Emulsin bedeutend griBer als die des letzteren. Die 


 peiden K,,-Werte sind 0,057 bzw. 1,46, d. h. um die Bindung des- 


selben Prozentteils des Emulsins zu erreichen, muB im Fall des 
Trimethylearbinolglucosids eine 25mal konzentriertere Liésung 
benutzt werden als im Fall des Triithylcarbinolglucosids. 

Wenn auch der Unterschied zwischen den Geschwindigkeits- 


konstanten der beiden Glucoside nach der neuen Berechnungs- 


weise nicht so groB ist wie nach der friiheren, so zeigen die hier mit- 
geteilten Versuche mindestens eindeutig, da das Triathylcarbinol- 
glucosid schneller hydrolysiert wird als das Trimethylcarbinol- 
glucosid. DasheiBt also, daB man zur Erklirung der langsamen Hydro- 
lyse von Glucosiden tertiarer Alkohole kaum eine sterische Hinde- 
rung benutzen kann, da man wohl annehmen darf, daB eine solche 
Hinderung im Fall des Triithylcarbinols gréBer ist als im Fall 
des Trimethylcarbinols. Fiir Methyl-diithylcarbinol-f-d-glucosid 
wurde von Veibel und Lillelund?) gefunden: 10?-k/e (sal. f.) =3,8, 
und vorliufige Versuche haben fiir dieses Glucosid gegeben 
10?-k-c/ a-e (sal. f.) = etwa 0,75, d. h. daB es etwa 15mal schneller 
hydrolysiert wird als T'rimethylcarbinolglucosid, und auch vom 
Methyl-diithylcarbinol-radikal darf man wohl eine gréBere Raum- 
beanspruchung annehmen als vom Trimethylcarbinol-radikal, so 
da8, wenn tiberhaupt von einer sterischen Hinderung die Rede 
ist, dieselbe beim Hexylglucosid gréBer sein muf als beim Butyl- 
glucosid. 

Helferich®!®11) hat in interessanten Arbeiten gezeigt, daB 
der KinfluB von Substituenten am 6-Kohlenstoffatom der Glucose 
ein solcher ist, daB mit steigendem Volumen des Substituenten die 
Spaltbarkeit herabgesetzt wird, und er fiigt hinzu [a.a. 0. °), S. 90; 
4), S$. 385], daB sterische Faktoren auch im Aglucon eine Rolle 
spielen kénnen. Schon aus der von ihm fa. a. O. 1°), S. 86] ge- 
gebenen Tabelle, wie aus dem oben genau untersuchten Fall des 
Triithylearbinolglucosids, geht hervor, daf die Rolle des Volumens 
des Aglucons eine ganz andere ist als die des Substituenten am 
6-Kohlenstoffatom. Dasselbe zeigt auch untenstehende Tab, IX, 
wo die angegebenen Konstanten fiir die Hydrolyse 0,0400 m- 
Glucosidlésungen giiltig sind. Alle Konstanten sind durch Divi- 
sion mit e(sal.f.) direkt vergleichbar gemacht. Die in der 4. Ko- 
lonne angegebenen Zahlen sind, wie friiher®) gezeigt, nicht sehr 
verschieden von den entsprechenden k-c/«-e sal. f.)-Werten. 
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Tabelle IX. 
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Glucosid 10?- ko». x. 10?- Pops (Kn +o 
ae ee ee 2,7 0,62 1,78 
Athyl. ce Sele 5,3 0,25 1,54 
Propyl . eee 22,6 0,16 4,52 
Se a a 24,5 0,060 2,45 
Ce a a eee ee 26,4 0,025 1,72 
Benaceei.. ; ie ee 16, 9 0,40 7,45 
Methy]l-athbyl- carbinol, :. ae ee 140 0,048 12,44 
Methy]l-iithyl- -carbinol, eee ar 48,3 0,041 3,91 
Isobutyl ... ‘ eee 23,6 0,017 1,35 
Trimethylearbinol * Geen 0,02 1,46 0,04 
Dimethy]-iithyl-carbinol*). . .. . 0,56 0,15 0,11 
Methyl-diiithyl-carbinol*).... . (6,2) 0,079 0,74 
Triithylearbinol*). ....... (2,5) 0,057 0,24 


*) Die Versuche sind unter Zusatz von Toluol durchgefiihrt. 


Solange man von dem Reaktionsmechanismus nichts weil, 
scheint es nicht méglich, aus einer Liste wie der obenstehenden 
Riickschliisse tiber die Bedeutung der Raumbeanspruchung des 
Aglucons zu ziehen. 

Neulich ist Lettré??) auf Grund seiner Untersuchungen iiber 
die Bildungsméglichkeiten partiell-racemischer Verbindungen zu 
der Anschauung gekommen, daB die aktive Gruppe der Glucosi- 
dasen die Struktur eines Kohlenhydrats mit freier Aldehydgruppe 
besitzt. Die Hydrolyse kommt dieser Anschauung nach einer Un- 
acetalisierung gleich. Diese Auffassung ist im neulich erschienenen 
Lehrbuch der Enzymologie von Th. Bersin!*) aufgenommen, und 
auch Helferich [a. a. O. 1), u. zw. S. 94] erwihnt sie. Wie 
interessant sie auch sein mag, sie scheint mir in der von Lettre 
gegebenen Formulierung nicht stichhaltig sein zu kénnen. Die 
Voraussetzung Lettrés ist, da8 das Glucosidasemolekiil eine freie 
Aldehydgruppe enthalten soll. Um mit den Substratmolekiilen 
partiell-racemische Verbindungen bilden zu kénnen, muB es aber 
auch einen Pyranosering enthalten. Hierdurch wird Lettré zu 
der Annahme gezwungen, daB zwischen den Kohlenstoffatomen 2 
und 6 unter Wasseraustritt eine Sauerstoffbriicke entsteht. [as 
ist aber hier nicht wie bei den gewdhnlichen Pyranoseformeln 
der Kohlenhydrate das Ergebnis einer Acetalisierung, sondern es 
setzt eine Atherbildung (oder vielmehr eine Alkylenoxydbildung) 
zwischen zwei gew6éhnlichen Alkoholgruppen voraus. Erstens 
scheint eine solche Wasserabspaltung nicht wahrscheinlich, und 
zweitens kann man wohl kaum annehmen, da8 Molekiile, die 80 
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i verschieden sind, wie in diesem Fall Enzym- und Substratmole- 
kiile, zur Bildung partiell-racemischer Verbindungen befihigt sind. 


ie Annahme einer solchen Alkylenoxydbildung nimmt also der 
ettréschen Auffassung den Boden weg. 
DaB aber Kohlenhydrate oder kohlenhydrataihnliche Gruppen 
irgendeiner Weise Bedeutung fiir die glucosidasische Wirk- 


samkeit haben, ist nach der obenerwihnten Arbeit Helferichs 
und Mitarbeiter'!) sehr wahrscheinlich. 


10. 
11. 
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Die Lage der Doppelbindung im Cinchol, 
dem Sterin der Chinarinde. 


11. Mitteilung iiber Sexualhormone und verwandte Stoffe '). 
Von 
Wilhelm Dirscherl und Josef Kraus. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. und dem 
Wissenschaftlichen Laborat. der C. F. Boehringer & Séhne G.m. b. H., Mannheim -Waldhof,) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Marz 1938.) 


Durch den Abbau des Acetyl-dihydro-cinchols zum 3-Oxy- 
iitio-allo-cholanon-(17)?) wurde bewiesen, daB dem Dihydro-cinchol 
in bezug auf das Ringsystem und die Stellung der Substituenten 
an diesem, auch in sterischer Hinsicht, die gleiche Anordnung 
wie dem Dihydro-cholesterin zukommt. Dihydro-cinchol und 
Dihydro-cholesterin unterscheiden sich nur in der an C,, sitzen- 
den Seitenkette. Durch den Abbau des Acetyl-dihydro-cinchols 
zur #-3-Oxy-nor-allo-cholansiure*) liBt sich itiber den Bau: der 
Seitenkette noch etwas mehr aussagen, so daB man die Formel 


~des Dihydro-cinchols wie — schreiben kann: 


ae —CH—CH,—CH,—e—— 


CH, | |__| CH, i 
sng 0 C.His 


H0/ \~ —— 


Uber die Lage der Doppelbindung im Cinchol lieB sich bisher 
nichts aussagen. 

Windaus*) hat Cholesterin (I) in das Dibromid (II) iiber- 
gefiihrt, dieses mit Permanganat in saurer Lésung zum Cholestenon- 





) 10. Mitteilung: W. Dirscherl u. F. Hanusch, Diese Z. 252, 49 
(1938). 

*) 3. Mitteilung: W. Dirscherl, Diese Z. 235, 1 (1985). 

8) 6. Mitteilung: W. Dirscherl, Diese Z. 237, 268 (1935). 
*) Ber. chem. Ges. 39, 518 (1906). 
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 dibromid (III) oxydiert und aus diesem nach Entfernung des Broms 

' mit Zink und Kisessig Cholestenon (IV) erhalten. Man hat zu- 
nichst das Cholestenon als f,y-ungesattigtes Keton betrachtet, 
in dem die Doppelbindung wie im Cholesterin von 5 nach 6 liegt. 
W. Menschick, J. H. Page und K. Bossert®) haben die Absorp- 
tion des Cholestenons im Ultraviolett gemessen und eine sehr 
hohe Bande bei 240—250 my gefunden; das Semicarbazon zeigt 
eine etwa gleich hohe Bande im langerwelligen Gebiet bei 270 bis 
280 mu. Menschick und Mitarbeiter schlossen aus der starken 
Absorption, daB die Doppelbindung des Cholestenons konjugiert 
zur Ketogruppe, also von 4 nach 5 liegt. 


of .lJs Li Jet Le bo 
HOH H ~ Br | 0 Br | 
I I Br ii Be IV 


Wir wollten auf diesem Wege das bisher nicht bekannte, 





Uxy- dem Cholestenon entsprechende Cinchon darstellen, um die Lage 
chol der Doppelbindung in diesem und so im Cinchol festzustellen. 
aten Wir bereiteten das Dibrom-cinchol, welches im Gegensatz zu 
— Dibrom-cholesterin sehr leicht léslich und schwer zur Krystalli- 
und sation zu bringen ist. Das rohe Dibrom-cinchol wurde zu Dibrom- 
we cinchon oxydiert und dieses nach R. Schénheimer®) mit Natrium- 
e« jodid entbromt. Da das Reaktionsprodukt schwierig zu krystalli- 
sieren ist, bereiteten wir das Semicarbazon, reinigten dieses durch 
mel Umkrystallisation aus Alkohol, wobei der Schmelzpunkt auf 240° 
(unkorr.) stieg und zerlegten das Semicarbazon mittels Oxalsiure. 
Wir erhielten so das Cinchon, welches nach mehrfacher Um- 
krystallisation aus Methylalkohol—Wasser bei 90—92° (unkorr.) 
schmilzt und in Chloroform die Drehung [e]?* =-+ 78,7° zeigt. 
In der folgenden Figur sind die Ergebnisse der Absorptions- 
messungen‘) zusammengestellt. 

: Die Absorptionskurven des Cinchons bzw. seines Semicarb- 
her azous stimmen ausgezeichnet mit den bekannten Kurven des 
_ Cholestenons bzw. seines Semicarbazons iiberein, welche wir zum 
yer- fF Vergleich mit untersucht haben. Dagegen zeigt das Dihydro- 
on- fF cinchon®), in dem die Doppelbindung des Cinchons hydriert vorliegt, 

, 49 *) Liebigs Ann. 495, 225 (1932). 


*) J. of Biol. Chem. 110, 461 (1935). 
_ ‘) Die Messungen wurden im Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische 
Forschung, Institut fiir Physik, in Heidelberg ausgefiihrt. 

‘) W. Dirscherl, Diese Z. 237, 53 (1935). 
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fast keine Absorption im Ultraviolett. Aus diesen Tatsachen ergib; 
sich, daB das Cinchon ein «, f-ungesattigtes Keton wie das Chole. 
stenon ist. Da nun die Hydroxylgruppe, wie wir durch unsere 
obenerwaéhnten Abbauversuche bewiesen haben, an C, sitzt, kany 
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Lésungsmittel: la, 2a, 3 Athanol 1b, 2b Chloroform 


demnach die Doppelbindung des Cinchons nur entweder you 4 
nach 5, oder von 1 nach 2 liegen. Aller Wahrscheinlichkeit nach 
kommt nur die erste Méglichkeit in Frage; wir wollten aber doch 
den genauen Beweis dafiir erbringen. Bei Lage der Doppel- 
bindung von 1 nach 2 sind 1 Dihydro-cinchon und 2 isomere 
Dihydro-cinchole méglich, bei Lage der Doppelbindung von 4 


A Cf et tet) 06—l ee, Dee ee eee ee eee ee ee ee 
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ergibt nach 5 dagegen 2 Dihydro-cinchone und 4 Dihydro-cinchole. Wir 


Chole. J haben das Cinchon in Atherlésung mittels Palladiums hydriert; 
unsere da die Hydrierung teilweise schon die Ketogruppe ergriffen hatte, 


kann (—  hydrierten wir das Reaktionsprodukt in Athylalkohol mittels Platin- 
' oxyds weiter. Ks wurde ein mit Digitonin nicht fiallbares Dihydro- 
cinchol erhalten, das nach Umkrystallisation aus Methanol bei 
141—142° (korr.) schmilzt und eine Drehung [«]'*=+ 30° in 
Chloroform aufweist. Nachdem wir ein Dihydro-cinchol vom 
Schmelzp. 145—146° (korr.) und der Drehung [a]? = + 22° (in 
Chloroform) und ein isomeres epi-Dihydro-cinchol vom Schmelz- 
punkt 205—206° (korr.) und der Drehung []?' = + 26° (in Chloro- 
form) bereits friher®) dargestellt haben, liegt in dem Hydrierungs- 
produkt des Cinchons somit ein drittes isomeres Dihydro-cinchol 
yor, (Auf die Darstellung des vierten Isomeren wurde verzichtet.) 
Damit ist bewiesen, daB die Doppelbindung des Cinchons nicht 
von 1 nach 2, sondern wie im Cholestenon von 4 nach 5 liegt. 

Die beiden ersterwihnten isomeren Dihydro-cinchole gehéren 
der allo-Reihe an, d. h. das H-Atom an C, steht in trans-Stellung 
zum Methyl an C,,. Das epi-Dihydro-cinchol aus Cinchon mub 
dagegen das H-Atom an ©, in cis-Stellung zum C,,-Methyl tragen, 
wie es beim Koprosterin der Fall ist. 

Lettré*) hat vor einigen Jahren festgestellt, daB Dihydro-cholesterin 
mit epi-Koprosterin und ebenso epi-Dihydro-cholesterin mit Koprosterin 
eine Additionsverbindung bildet, wobei im ersten Fall, in dem die Schmelz- 
punkte der Komponenten nicht zu weit voneinander entfernt liegen, eine 
Erhéhung des Mischschmelzpunktes auftritt. Das Dihydro-cholesterin 1aiBt 
sich in seiner Additionsverbindung durch Dihydro-ergosterin ersetzen. Ein 
entsprechendes Verhalten zeigen unsere Dihydro-cinchole. Eine Mischung 
von gleichen Teilen Dihydro-cinchol (Schmelzp. 140°) und epi- Dihydro- 
cinchol aus Cinchon (Schmelzp. 189°, der Koproreihe angehérend) schmilzt 
erst bei 170° klar. Auch hier handelt es sich wohl um die Bildung einer 
Additionsverbindung. [Die Mischschmelzpunkte des Dihydro-cinchols mit 
dem epi-Dihydro-cinchol der allo-Reihe (Schmelzp. 201°) und der beiden 
epi-Dihydro-cinchole miteinander sind dagegen erniedrigt.) In den von 


on _ Lettré verwendeten Gemischen der Cholesterinderivate lassen sich diese 
auch durch die sterisch entsprechenden Cincholderivate ersetzen (vgl. 

_  Versuche). 
é Nachdem die Lage der Doppelbindung im Cinchon festgelegt 


war, erhob sich die Frage, ob die Doppelbindung auch im Cinchol 


ich 

sch von 4 nach 5 liegt, oder ob sie sich, wie dies bei den anderen 
a. Sterinen zutrifft, zwischen 5 und 6 befindet. Die letzte wahr- 
1 scheinlichere Annahme 1laBt sich durch die Tatsache stiitzen, daB 
4 *) Liebigs Ann. 495, 41 (1932). 


5 
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das Cinchol mit 90°/,iger Trichloressigsiure keine Rotfirbung 
gibt. Nach R. Schénheimer und E. A. Evans”) liefert das 
sogen. Allocholesterin, in dem die Doppelbindung von 4 nach 5 
liegt, mit Trichloressigsiure eine kriftige Rotfairbung. 

Das Cinchol tragt somit die Doppelbindung in der 5,6-Stellung 
und unterscheidet sich vom Cholesterin nur in der Seitenkette, 
Die Seitenkette des Cinchols bedarf hinsichtlich des verzweigten 
Restes C,H,, noch der Aufklirung. Dasselbe gilt auch fiir die 
Sitosterine. Méglicherweise ist das Cinchol ein (in der Seiten- 
kette hydriertes) Dihydro-stigmasterin. 





CH; gag __ - a 
pee” | "a CH,—CH, 
CH, | |__| CH, aaa 
in i all C,H, 
lg 15 
ia ail SS 
Cinchol. 
Versuche. 


Cinchon. Zu einer Lésung von 9 g Cinchol in 190 cem Benzol werden 
allmihlich 1,20 cem Brom in 60 cem Eisessig innerhalb 1-2 Minuten zugegeben. 
Es findet sofort Entfirbung statt. Dann wird eine Lésung von 4,0 g Chrom- 
siiure-anhydrid in 120 ccm waBrigem Eisessig (1:1) zugesetzt und bei ge- 
wohnlicher Temperatur 5—6 Stunden geschiittelt. Danach wird die benzo- 
lische Lésung abgetrennt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Zur 
Entbromung wird mit einer Lésung von 15 g NaJ in 60 ecm absolutem 
Alkohol 3 Stunden unter dem Riickflubkiihler gekocht. Das ausgeschiedene 
Jod wird mit Thiosulfat entfernt. Dabei werden 83 cem n-Thiosulfat ver- 
braucht = etwa ?/; d. Th. — Hierauf wird die Benzollésung mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand 
wird in Essigester gelést und langsam verdunsten gelassen. Es scheiden sich 
2,9 g Krystalle ab, von denen abfiltriert wird. Das Filtrat wird mit Methy]- 
alkohol auf etwa 70 ccm gebracht, mit Semicarbazid-acetat (= 2 g Base) ver- 
setzt und erwirmt. Nach wenigen Minuten beginnt die Abscheidung des 
Semicarbazons (5,4 g). Der Schmelzpunkt liegt nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol bei 235—240° (Zers.). 


4,181 mg Subst.: 11,705 mg CO,, 4,060 mg H,O. — 4,548 mg Subst.: 
0,363 cem N (23°, 750 mm), 


C,,H,,ON, (469) Ber. C 76,78 H 10,87 N 8,96 
Gef. ,, 76,37 ,, 10,87 ,, 9,09. 


2,6 g Semicarbazon wurden zur Zerlegung mit 26 g Oxalsiiure in 40 ccm 
50°/)igem waBrigem Alkohol auf dem siedenden Wasserbad bis zur villigen 
Lésung erhitzt (etwa 1'/, Stunden). Dann wird ausgeithert, der Ather mit 





10) J. of Biol. Chem. 114, 567 (1936). 
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yung i yerdinnter Salzsiure, dann mit Lauge geschiittelt, mit Wasser gewaschen 
das § und getrocknet. Der Atherriickstand wird mit Petroliither behandelt, wobei 
h 5 pis auf eine geringfiigige gelbe Verunreinigung alles in Lésung geht. Der 


Petroliitherriickstand wird aus Methylalkohol mit etwas Wasser mehrfach 
umkrystallisiert. Man erhilt 0,75 g vom Schmelzp. 90 — 92° (unkorr.). 


lung Drehung: 23,9mg in Chloroform auf 2 ccm gelést, 1 dm, « = + 0,94° 
tte, | [a]?! = + 78,7°. 
rten 


4,451 mg Subst.: 13,695 mg CO,, 4.650 mg H,O. 


die 
ten- 
Gef. ,, 83,93 ,, 11,69. 


Von diesem Cinchonpriparat wurde die Absorption gemessen (vgl. Figur). 


epi-Dihydro-cinchol (Koproreihe) aus Cinchon. Bei der Hydrierung 

les Cinchons mittels Palladiums und Wasserstoff in Ather wurde ein zwischen 

8) und 100° schmelzendes Produkt erhalten, welches durch Digitonin nicht, 

durch Semicarbazid zum Teil gefallt wurde. Vollkommene Hydrierung wurde 
nach folgender Vorschrift erreicht. 

Eine Lésung von 2,7 g Cinchon in 100 ccm Ather wurde mit 1,15 g 
Palladiumschwarz in Wasserstoff bei Zimmertemperatur geschiittelt. Wasser- 
stoffaufnahme durch das Cinchon: 155 cem (fiir 1H, berechnet: 157 ccm). 
Die vom Palladium abfiltrierte Lésung wird nach Zusatz von 100 ccm 
Athanol und 0,5 g Platinoxyd weiter hydriert. Wasserstoffaufnahme der 


den ' Substanz: 130 cem (statt 157 cem berechnet). Nach dem Abfiltrieren des 
a | Katalysators wurde die alkoholisch-itherische Lésung zur Trockne verdampft 
wal _ und ihr Riickstand mit 90°/,igem Athanol aufgenommen. Nach Zusatz von 
al Digitoninlésnng fiel eine geringe Menge eines Digitonids aus, welches nicht 
i niher untersucht wurde. Das Filtrat der Digitonidfallung wurde zur Trockne 
on | verdampft, der Riickstand mit Ather extrahiert. Das durch Verdampfen des 
eI 


Athers erhaltene Hydrierungsprodukt wurde aus Methanol 3 mal umkrystalli- 


se ' siert. Schmelzpunkt und optische Drehung blieben dabei konstant. 
wail Schmelzpunkt (nach vorhergehendem Sintern bei 137°) 138 —139° 
wet |  (unkorr.), 141—142° (korr.). 49,9 mg in 2cem Chloroformlésung, 1 dm, 
nd B al8 = 40,750: 
: [ajis = + 30° + 0,5. 
a ’ Die Elementaranalyse lieferte im Durchschnitt um 1°/, zu niedrige 
es | Kohlenstoffzahlen. Richtige Werte wurden fiir den Dinitrobenzoesiureester 
us | erhalten (vgl. unten). 
Die Substanz gibt bei der Liebermann schen Reaktion keine Firbung. 
bs Digitonin und Semicarbazidacetat erzeugen keine Fiillung. 
Mischschmelzpunkte der 3 Dihydro-cinchole. Eine Mischung an- 
nihernd gleicher Teile Dihydro-cinchol (Schmelzp. 140°) und epi-Dihydro- 
cinchol aus Cinchon (Schmelzp. 139°) schmolz erst bei 170° klar. Dagegen 
_ lag der Mischschmelzpunkt des Dihydro-cinchols aus Cinchol (140°) mit epi- 
m ; Dihydro-einchol (Schmelzp. 201°) bei 187°; der des epi-Dihydro-cinchols 
” _  (Schmelzp. 201°) mit epi-Dihydro-cinchol (Schmelzp. 189°) aus Cinchon bei 
it _ 190° Weiterhin wurden die Mischschmelzpunkte der paarweisen Kombi- 


nationen der 8 Dihydro-cinchole einerseits mit Dihydrocholesterin, epi- Di- 
hydrocholesterin, Koprosterin und epi-Koprosterin andererseits bestimmt. 








hn han a na = SO i A 
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Dibydro- epi-Dihydro- Kopro- epi-Kopro. 
cholesterin | cholesterin sterin sterin 
(141°) (184°) (98°) (116°) 
Dibydro-cinchol (140°)... 139 168 121 154 
epi-Dihydro-cinchol (201°) |‘ 188 199 178 184 
epi- Dihydro-cinchol aus 
Cinchon (Kopro) (139°).. 164 168 121 132 


Der niedrige Mischschmelzp. 178° von epi-Dihydro-cinchol (201°)-Kopro- 
sterin (98°) wird durch die weit voneinander abliegenden Schmelzpunkte 
der Komponenten erklirlich. 


3, 5-Dinitrobenzoesdureester des epi-Dihydro-cinchols (aus Cin. 
chon). Eine Lésung von 0,25 g 8,5-Dinitrobenzoylchlorid und 0,1 ¢ epi- 
Dihydro-cinchol in 2 cem trockenem Benzol wurde mit 4 cem trockenem 
Pyridin vermischt. Die Mischung wurde 24 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Nach Zufiigen von 50 cem Ather wurde mit ver- 
diinnter Salzsiure, dann mit Natronlauge durchgeschiittelt, dann die itherische 
Schicht mit Wasser gewaschen, getrocknet und zur Trockne verdampft. 
Umkrystallisieren des Riickstandes aus Hexan lieferte 50 mg des Esters 
(Blittchen) vom Schmelzp. 199—200° (unkorr.). Zur Analyse wurde 4 Stun- 
den bei 100° getrocknet. 


4,557, 4,603 mg Subst.: 11,905, 11,970 mg CO,, 3,570, 3,690 mg H,0. 
— 5,632 mg Subst.: 0,236 eem N, (23°, 747 mm). 
C,,H,,O,N, (610) Ber. C 70,82 H 8,85 N 4,59 
Gef. ,, 71,22, 70,92 ,, 8,76, 8,97 ,, 4,75. 


3,5- Dinitro-benzoesdureester des epi-Dihydro-cinchols vom 
Schmelzp. 201°. Die Veresterung erfolgte in der gleichen, eben angegebenen 
Weise. Aus Hexan Blittchen, welche bei 183° sintern und bei 185—186° 
(unkorr.) schmelzen. Zur Analyse wurde 6 Stunden bei 100° getrocknet. 


4,383 mg Subst.: 11,320 mg CO,, 3,545 mg H,O. — 38,361 mg Subst: 
0,140 eem N, (26°, 759 mm). 
C,,H;,0,N, (610) Ber. C 70,82 H885 N 4,59 
Gef. ,, 7044 ,, 9,05 ,, 4,74. 


Eine Mischung der beiden Dinitrobenzoesiureester sinterte von 170° 
ab und schmolz klar bei 183—184°, zeigte also Schmelzpunkterniedrigung. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XIX. 


Der enzymatische Mechanismus der Oxydoreduktionen 
der Triosephosphorsauren. 


Von 


Erich Adler und Walter L. Hughes. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Marz 1938.) 


Nach den Untersuchungen von Embden, Meyerhof u. a.}) 
ist die ,Reaktionsform“ des Zuckers beim Kohlenhydratabbau 
die Triosephosphorsaiure. Diese Verbindung fungiert als Wasser- 
stofidonator in den oxydoreduktiven Teilreaktionen der Glykolyse 
und der Garung. Sie wird dabei in tierischen Geweben durch 
Brenztraubensdure und in Hefe durch Acetaldehyd oxydiert, wobei 
Phosphoglycerinsiure einerseits und Milchsiiure bzw. Alkohol 
andrerseits entstehen. In Abwesenheit von Wasserstoffacceptoren 
kann an Stelle solcher Oxydoreduktionen eine Dismutation zwischen 
2 Triosephosphorsiuremolekiilen treten, welche zu Phosphoglycerin- 
siure und Glycerinphosphorsiure fiihrt. Es ist bekannt, dab alle 
diese oxydoreduktiven Umsetzungen der Triosephosphorsiure der 
Mitwirkung von Cozymase (Codehydrase I) bediirfen ’*). 

Nahere Kenntnis itiber den enzymatischen Mechanismus 
dieser Oxydoreduktionen erhielten wir zuerst bei der in Hefe 
stattfindenden Umsetzung zwischen Triosephosphorsaure und 
Acetaldehyd, der oxydoreduktiven Phase der alkoholischen 
Girung. Euler, Adler und Hellstrém‘) fanden in Hefe eine 
Cozymase - bedingte Triosephosphat - apodehydrase, und Kuler, 
Adler und Kyrning‘) zeigten, daB diese Apodehydrase ver- 
schieden ist von der Alkohol-apodehydrase, welche die Reduktion 





1) Vgl. insbesondere Meyerhof, Schulz u. Schuster, Biochem. Z. 
293, 309 (1937). 

a) Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1937).— 
’) Meyerhof u. Ohlmeyer, Biochem. Z. 290, 384 (1987). 
*) Diese Z. 241, 239 (1936). 
*) Diese Z. 242, 215 (1936). 
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des Acetaldehyds bewirkt. Es wurde daher der SchluB gezogen, 
daB die Oxydoreduktion zwischen Triosephosphorsiure und Acetal- 
dehyd durch das Zusammenwirken der beiden substratspezifischey 
Apodehydrasen erfolge, zwischen welchen Cozymase als Wasserstoft. 
iibertriger pendelt. 

Wir haben weiterhin angenommen, daB die Oxydoreduktioy 
zwischen Triosephosphorsiure und Brenztraubensiure jn 
tierischen Geweben in ganz analoger Weise durch das Zusammen- 
spiel des Systems der Triosephosphatdehydrase mit dem der 
Lacticodehydrase hervorgerufen wird?*), entsprechend den Glei- 
chungen (1—2)*): 





(1) Glycerinaldehydphosphorsiure + Co 
Triosephosphat-_ ” — 
maha Phosphoglycerinsiiure + CoH, 
; Lactico- , 
(2) Brenztraubensiure + CoH, aN Milchsiiure + Co 
apodehydrase 


Fiir die Dismutation der Triosephosphate haben wir in Ana- 
logie zur obigen Formulierung folgende Vorstellung vertreten 2“): 

Das eine Triosephosphatmolekiil wird durch Cozymase an 
der T'riosephosphat-apodehydrase dehydriert, das zweite durch die 
gebildete Dihydro-Cozymase an der Glycerophosphat-apodebhydrase 
hydriert. Aus den Untersuchungen von H. O. L. Fischer und 
E. Baer’), sowie Kiessling und Schuster’) geht hervor, dab 
hierbei die als Wasserstoffdonator fungierende Triosephosphor- 
siure die d(+)-3-Glycerinaldehydphosphorsiure und die als Wasser- 
stoffacceptor fungierende die Dioxyacetonphosphorsiure ist. Somit 
ist unsere Vorstellung iiber die enzymatische Dismutation der 
Triosephosphate folgendermafen zu formulieren[Gleichungen (3 u. 4): 





(3) d(+)-3-Glycerinaldehydphosphorsiure + Co 
Triosephosphat- — 
aie d(—)-3-Phosphoglycerinsiure + CoH, 
(4) Dioxyacetonphosphorsiiure + CoH, 
Glycerophosphat- : ss " 
= RRMA = 1(—)-a-Glycerinphosphorsiure + Co 
apodehydrase 


Die beiden in Reaktion (3—4) eingehenden Trioseester stehen 
miteinander in einem durch ein besonderes Enzym eingestellten 


Gleichgewicht 5). 





*) Co = Cozymase, CoH, = Dihydro-cozymase. 

5) Euler, Adler u. Giinther, Diese Z. 249, 1 (1937). 
6) Naturw. 26, 589 (1937). *) Ber. chem. Ges. 71, 124 (1938). 
8) Meyerhof u. Kiessling, Biochem. Z. 279, 40 (1935). 
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Die in den obigen Gleichungen zum Ausdruck gebrachten 


' Vorstellungen tiber den enzymatischen Mechanismus der Oxydo- 
' reduktion und Dismutation der Triosephosphorsiuren entsprechen 


dem von uns zuerst aufgefundenen Prinzip der Koppelung zweier 
Codehydrase-bedingter Dehydrasesysteme, eines ,,Donator-“ und 
eines ,Acceptorsystems“ durch das System Cozymase = Dihydro- 
cozymase (,,Zwei-Knzym-Schema“) Den experimentellen Beweis 
fir das Vorliegen dieses Mechanismus haben wir an mehreren 
Beispielen erbracht, so zuletzt fiir die Oxydoreduktion zwischen 
Glycerinphosphorsiure und Brenztraubensiure®). Der Ansicht 
von Green und Mitarbeitern?®), daB diese Reaktion durch eine 
besondere .,Glycerophosphatmutase“ bewirkt werde, konnten wir 
uns dagegen nicht anschlieBen. 

Die enzymatische Dehydrierung der ‘l'riosephosphorsaure und 
die damit verkniipften, fiir Glykolyse und Atmung zentralen Oxydo- 
reduktionen in tierischen Geweben sind im Hinblick auf ihren 
enzymatischen Mechanismus bisher noch nicht naher untersucht. 
Das Studium der Triosephosphatdehydrierung im Acceptorversuch 
(Thunberg- oder Warburg-Methodik) war bis vor kurzem da- 
durch erschwert gewesen, da8 man noch nichts von der Enzym- 
komponente in tierischen Geweben wuBte, welche Wasserstoff von 
Dihydro-cozymase auf Acceptoren wie Cytochrom oder Methylen- 
blau iibertrigt. Dieses Enzym, welches wir Diaphorase !)) 
nannten, wurde kirzlich von uns!**) — und unabhangig davon 
von Green und Mitarbeitern!*) — aufgefunden. Da dieses Enzym 
in Gewebeextrakten, die auf Triosephosphatdehydrase gepriift 
werden sollten, hiufig in zu geringer Konzentration enthalten 
war, sO versagte die Acceptormethode zum Nachweis der De- 
hydrase. Deren Anwesenheit ging jedoch daraus hervor, da die 
betreffenden Extrakte die Oxydoreduktion zwischen Triosephos- 
phat und Brenztraubenséure katalysierten [vgl. hierzu **)|. Eine 
weitere Schwierigkeit bestand darin, dai auch spektrophoto- 
metrisch eine Hydrierung von Cozymase durch ‘T'riosephosphat 
in Muskelextrakten bisher nicht beobachtet werden konnte. Wir 


*) Adler, Euler u. Hughes, Diese Z. 252, 1 (1938). 

10a) Dewan u. Green, Biochemic. J. 31, 1074 (1937). — ") Green, 
Needham u. Dewan, Biochemie. J. 31, 2327 (1937). 

") Adler, Euler u. Giinther, Sv. Vetensk. Akad. Ark. Kemi 12 B, 
Nr. 54 (1938). 

2a) Adler, Euler u. Hellstrém, Sv. Vetensk. Akad. Ark. Kemi 12 B, 
Nr. 88 (1937). — °) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 252, 31 (1938). 
8) Vgl. 1°), sowie Dewan u. Green, Nature 140, 1097 (1937). 
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erklarten dies damit, daB die in der Enzymlésung gleichzeitig 
anwesende Glycerophosphatdehydrase eine Anhaufung der bei der 
Triosephosphatdehydrierung gebildeten Dihydro-cozymase yer. 
hinderte, indem sie den Wasserstoff der letzteren sofort auf ein 
zweites Molekiil Trioseester iibertrug, entsprechend Gleichungen(8 u. 4) 
[vgl. Anm. 74) und zwar S. 236, sowie Anm. 5)], 

Diese beiden Schwierigkeiten, die sich dem Studium de 
Triosephosphat -apodehydrase in tierischen Geweben entgegen- 
stellten, sind nunmehr beseitigt. In der vorliegenden Arbeit wird 
gezeigt, da8 Triosephosphat-apodehydrase in Enzymlésungen aus 
Muskel und anderen Geweben nach Zusatz von Cozymase und 
Diaphorase im Methylenblauversuch nachgewiesen werden kann, 
Ks gelang fernerhin, aus Gehirn Enzymlésungen darzustellen, die 
Triosephosphat- und Lactico-apodehydrase enthielten, aber frei 
von Glycerophosphat-apodehydrase waren. In solchen Lésungen 
abt sich die Hydrierung der Cozymase durch Triosephosphor- 
siure auch auf spektrophotometrischem Wege messend verfolgen: 
hieriiber soll in der folgenden Mitteilung berichtet werden. 

Mit der Darstellung der von Glycerophosphat-apodehydrase 
befreiten Triosephosphat-apodehydrase aus Gehirn verfolgten wir 
weiterhin die Absicht, die in den Gleichungen (1 u.2) und (3 u.4) 
veranschaulichten ,Zwei-Enzym-Schemata“ fir die Oxydoreduk- 
tion der T'rioseester zu priifen. Wir fanden, daB die Enzymlésung 
aus Gehirn nicht imstande ist, Triosephosphat zu dismutieren 
(Reaktion A). Ebensowenig kam mit dieser Lisung die Oxydo- 
reduktion zwischen Glycerophosphat und Brenztraubensiure (Reak- 
tion B) zustande. Dagegen erfolgte die Oxydoreduktion zwischen 
Triosephosphat und Brenztraubensiure (Reaktion C). Das Ver- 
sagen der Reaktionen A und B ist zweifellos aut das Fehlen der 
Glycerophosphat -apodehydrase zuriickzufiihren, wihrend Reak- 
tion C durch das Zusammenwirken yon Triosephosphat- und 
Lactico-apodehydrase erméglicht ist. 

Wir sehen in diesen Befunden eine hinreichende Stiitze fiir 
die Richtigkeit des ,Zwei-Enzym-Schemas“ fir die oxydoreduk- 
tiven Umsetzungen zwischen zwei Molekiilen Triosephosphat einer- 
seits und zwischen Triosephosphat und Brenztraubensaure andrer- 
seits. Die Vorstellung von der Existenz einer besonderen ,,Triose- 
phosphat-Mutase“!**), also eines Enzyms, welches jede der beiden 





*) Die Mutase-Hypothese von Green u. Mitarb.!%) war auch von 
anderen Autoren tibernommen worden; vgl. Innes, Biochemic. J. 31, 1586 
(1937); D. M. Needham u. Pillai, Biochemic. J. 31, 1887 (1937). 
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genannten Oxydoreduktionen katalysieren solle, kann nicht zu- 
‘treffend sein. 


Versuche. 
I. Nachweis der Triosephosphat-apodehydrase in Extrakten aus 


‘tierischen Geweben. In der vorangehenden Mitteilung dieser Reihe®) 


heschrieben wir eine Aufteilung von rohem Muskelextrakt in 
4Enzymfraktionen, drei unléslichen (I—III) und einer léslichen 
IV). Die Apodehydrasen waren auf diese Fraktionen verschieden 
verteilt: Die unldslichen Fraktionen enthielten stets den Haupt- 
anteil der Lactico- und Malico-apodehydrase, wihrend die Glycero- 
phosphat-apodehydrase sich zum gréBten Teil in der ldslichen 
Fraktion befand. In den unléslichen Fraktionen fanden wir 


'auberdem das bis dahin unbekannte Enzym (Diaphorase), welches 
; den beweglichen Wasserstoff der Dihydro-Cozymase auf Acceptor- 


farbstoffe (Cytochrom, Methylenblau), aber nicht auf Sauerstoff 
direkt, tibertrigt. Da dieses Enzym in der léslichen Fraktion (IV) 
fehite, so gelang der Nachweis der Glycerophosphat-apodehydrase 
im Methylenblauversuch erst nach Zusatz einer der unléslichen 
Fraktionen. 

Wir haben bereits [vgl. Anm. *), und zwar 8. 20] kurz er- 


wihnt, daB die Triosephosphat-apodehydrase sich der 


Glycerophosphat-apodehydrase ganz analog verhilt: Sie pflegt in 
der léslichen Fraktion angereichert zu sein; ihr Nachweis im 
Thunbergversuch erfordert daher den Zusatz von Diaphorase. 
Dieser Versuch ist in Tab. 1 wiedergegeben. 


Tabelle 1. 


Triosephosphat-apodehydrase in Enzymlésung aus Muskel. 
Phosphatextrakt aus Rattenmuskulatur, in 4 Fraktionen aufgeteilt, wie von 
Adler, Euler und Hughes®) beschrieben. Die Triosephosphat-apodehy- 
drase befindet sich in ,, Lésung IV“, als Diaphorasefraktion wurde ,,Sediment I“ 
verwendet. Die Ansitze enthalten: 0,25 ccm 0,1 m-Hexosediphosphat; 0,25 ccm 
der betreffenden Enzyme; 0,25 mg Cozymase; 0,25 ccm 0,5 m-Phosphatpuffer 
pu= 7,6; 0,5 cem 0,02°/,iges Methylenblau; jeder Ansatz ist mit Wasser auf 























2,5 eem ergiinzt. — Versuchstemperatur 30°. — Thunbergmethodik. 
Vers, Entfarb.- 
Nr. Substrat Enzyme 7 | ‘| Zeit (Min, 

l — Triosephosphat-apodehydrase. .... . > 700 
x — Triosephosphat-apodehydr. + Diaphorase . 130 
3 | Hexosediph. | Triosephosphat-apodehydrase. .... . > 700 
4 " a ea ee a > 700 
; i. Triosephosphat-apodehydr.+ Diaphorase . 20 
6 “ Triosephosphat-apodehydr. + Flavinenzym 80 
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Die Verwendung von Hexosediphosphat als Substrat fiir die Triose. 
phosphat-dehydrase setzt die Gegenwart von Zymohexase voraus, welche 
den Hexoseester zu Trioseestern spaltet. Wie schon in der vorangehendey 
Mitteilung beschrieben ist [Anm.°), und zwar S. 11—12], enthalten die |i. 
lichen Fraktionen (IV) Zymohexase. Damit entfillt der eventuelle Einwang 
daB die in Tab. 1 dargestellte Kombinationswirkung der beiden Enzyme 
zu erkliren sei, da8 ein Enzym die Apodehydrase, das andere die Zymo. 
hexase enthalte. 


Die im Versuch 5 auftretende Methylenblauentfirbung ist ein Beweis 
fiir das Vorliegen von Triosephosphat-apodehydrase in Lésung IV; jedoch 
ist zu beachten, da8 die Entfirbungsgeschwindigkeit in diesem Falle nicht 
allein durch die Konzentration der Apodehydrase bestimmt wird, auch 
wenn die iibrigen Komponenten sich im Uberschu8 befinden. Es wird 
nimlich, da Lésung IV auch Glycerophosphat-apodehydrase enthiilt, eine 
Konkurrenz zwischen dem System Diaphorase-Methylenblau einerseits und 
dem System Glycerophosphatdehydrase-Triosephosphat andererseits um den 
Wasserstoff der Dihydro-cozymase eintreten. Die Entfirbungszeit wird 
also wesentlich beeinfluBt durch das Verhiltnis der Wirkungsintensitiiten 
von Diaphorase und Glycerophosphat-apodehydrase. Flavinenzym kann, 
wie Versuch 6 qualitativ zeigt, die Diaphorase ersetzen; die viel geringere 
Entfirbungsgeschwindigkeit diirfte nach dem eben Gesagten darauf zuriick- 
zufiihren sein, daB das Flavinenzym in der angewandten Konzentration 
mit der Glycerophosphat-apodehydrase weniger erfolgreich konkurriert als 
die Diaphorase im Versuch 5. 


Die in Tab. 1 dargestellte Dehydrierung von Triosephosphat 
ist auch von Green, Needham und Dewan !°) beobachtet worden, 


Die im obigen Versuch (‘T'ab. 1) als Diaphorase angewandte 
,oedimentfraktion I“ ist, wie aus der Tabelle hervorgeht, nicht 
imstande, Triosephosphat zu dehydrieren. Die ,,SSedimentfraktionen‘ 
enthalten auf Grund unserer Bestimmungen stets Zymohexase; 
ihre Unfihigkeit, Hexosediphosphat als Substrat zu verwerten, 
kann also nicht auf einem Mangel an Zymohexase, sondern mub 
auf dem Fehlen der Triosephosphat-apodehydrase beruhen. Da 
aber die ,,Sedimentfraktionen* andererseits Lactico-apodehydrase 
enthalten, so kann hieraus die Folgerung gezogen werden, dab 
Triosephosphat- und Latico-apodehydrase nicht identisch sind, was 
auch durch die Formulierung (3—4) zum Ausdruck gebracht ist. 

Es kann hiergegen allerdings der Einwand erhoben werden, dab die 
Wirkung der Triosephosphatdehydrase vielleicht nur dann zum Vorscheil 
kommt, wenn die Koppelung der Dehydrierung mit einer Phosphorylierung 
gewiihrleistet, daB jedoch das Enzymsystem der Phosphorylierung in den 
,sedimentfraktionen“ nicht intakt ist. Wir glauben aber, daB dieser Ein- 
wand nicht berechtigt ist. In den léslichen Muskelfraktionen (,,Lésung IV“) ") 
erfolgt nimlich die Triosephosphatdehydrierung auch nach langer Dialyse, 


d. h. wenn die Cophosphorylase entfernt sein diirfte. Auch fanden wir keine 
Aktivierung der Dehydrierungsgeschwindigkeit auf Zusatz von Adenosin- 
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| diphosphat oder von Mg- und Mn-Salz. Gleichzeitiger Zusatz von Adenosin- 
j diphosphat und Mg-Mn bewirkte eine Erhéhung der Geschwindigkeit um 
| 99°/,. Diese Versuche, die einer weiteren Vertiefung bediirfen, kénnen wohl 
' so gedeutet werden, daB eine reine, nicht mit Phosphorylierung verkniipfte 
| Dehydrierung méglich ist, daB diese allerdings durch Koppelung mit der 
| Phosphorylierung beschleunigt wird. Eine endgiiltige Entscheidung der 
| Frage, ob Lactico- und Triosephosphat-apodehydrase verschiedene Enzyme 
' sind, werden Versuche in Gegenwart von Arseniat erbringen, welches die 
| Triosephosphatdehydrierung von der Phosphorylierung unabhingig macht 
| (vgl. die folgende Mitt. dieser Reihe, Diese Z. im Druck). 


II. Die Oxydoreduktionen der Triosephosphate. In Muskel- 


' extrakten finden die durch die Gleichungen (1) und (2) bzw. (3) 
' und (4) dargestellten Oxydoreduktionen, sowie die Oxydoreduktion 
_ zwischen Glycerinphosphorsiure und Brenztraubensiure _ statt. 
| Solche Extrakte enthalten stets die drei spezifischen Apodehy- 
| drasen fiir Glycerinaldehyd-phosphorsiure, Glycerinphosphorsiure 
' und Milchséure (a-Oxysiiuren?), wie es von den Gleichungen (1) 
' bis (4) gefordert wird. 


Ein Versuchsbeispiel hierfiir findet sich in der ersten Reihe der 


' Tab. 2. Die Enzymlésung aus Muskel ist nach den Angaben von Green, 
' Needham und Dewan") dargestellt. Die Oxydoreduktionen sind in der 


iiblichen Weise manometrisch gemessen durch Bestimmung der Kohlen- 


siure, die durch gebildete Phosphoglycerinsiiure aus NaHCQ, in Freiheit 
gesetzt wird. Eine analytische Bestitigung der manometrischen Messungen 


erscheint hier tiberfliissig, da die gleichen Reaktionen kiirzlich von Green 
und Mitarb. gleichzeitig manometrisch und chemisch untersucht worden sind. 

Green und Mitarb.!°") nahmen an, da’ die Triosephosphat- 
Dismutation und die Oxydoreduktion zwischen Triosephosphat und 
«-Ketosiuren durch ein und dieselbe_ ,,Triosephosphat-Mutase“ 
katalysiert werden. Die folgenden Versuche zeigen, daf dies nicht 
der Fall ist. 

Nach unserer Auffassung war zu erwarten, dab in einer 
Knzymlésung, die zwar ‘l'riosephosphat- und Lactico-apodehydrase 
enthilt, aber frei ist von Glycerophosphat-apodehydrase, nur die 
Oxydoreduktion Triosephosphat—e-Ketosiiure, nicht aber die Dis- 
mutation Triosephosphat—Triosephosphat zustande komme. 

Green und Mitarb.!°») teilen nun mit, da in Aceton- 
priparaten aus Gehirnextrakt Triosephosphat- aber nicht Glycero- 
phosphat-,,Mutase“ nachgewiesen werden kinnen. Wir stellten des- 
halb soleche Enzympraparate aus Gehirn in Anlehnung an die 
Angaben der englischen Autoren dar und priiften die Anwesen- 
heit der 8 Apodehydrasen sowie die Fahigkeit zur Katalyse der 
drei obengenannten Oxydoreduktionen (A, B und ©, vgl. S. 74). 
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Es zeigte sich, daB Enzymlésungen aus verschiedenen J)yy. 
stellungen stets Triosephosphat-apodehydrase, aber nur sehr wenig 
Glycerophosphat-apodehydrase enthielten. Eine durch 10 tigige 
Stehen bei 0° gealterte, 5 Stunden durch Cellophan dialysiert. 
Lésung erwies sich schlieSlich im Thunbergversuch vollstindig 
frei von Glycerophosphat-apodehydrase. In der zweiten und 
dritten Reihe der Tab. 2 sind Dehydrase- und Oxydoreduktions. 
wirkung von zwei verschiedenen Enzymlésungen (I und II) ay 
Gehirn zusammengestellt. Lésung I enthalt noch ein Wenig 
Glycerophosphat-apodehydrase; dementsprechend zeigt sie auch 
eine gewisse Fahigkeit zur Triosephosphat-Dismutation sowie zw 
Oxydoreduktion zwischen Glycerophosphat und Pyruvinat, wen. 
gleich diese beiden Reaktionen sehr schwach sind im Vergleich 


Tabelle 2. 
Dehydrierung und Oxydoreduktion. Substrate: 0,4m d,l-«-Gly. 
cerophosphat; 0,1 m Hexosediphosphat; 0,5 m Pyruvinat. — Enzyme: 


Dialysierte Extrakte aus Acetonpulver, dargestellt aus Rattenmuskulatur 
bzw. Kalbshirn nach den Angaben von Green und Mitarb.'») fiir die 
Darstellung von ,,Mutasen“‘. Gehirnenzym I frisch bereitet, II gealtert (vgl, 
oben). — Die Dehydrasewirkung wurde im Thunbergversuch gemessen 
und ist als ,,Entfarbungszeit“ angegeben. Der Ansatz der Thunbergversuche 
war wie in Tab. 1, jedoch kam als Diaphorase ein gereinigtes Priiparat 
aus Herzmuskel (vgl. unten) zur Verwendung (0,1 cem pro Ansatz). — Die 
Versuchsansiitze zur manometrischen Messung der Oxydoreduktionen 
hatten folgende Zusammensetzung: 0,2 cem Substrat, 0,5 cem Enzym, 0,2 mg 
Cozymase, 0,2 cem 0,5 m-NaHCO, und Wasser auf 2,0 cem Gesamtvolumen. 
Im Gasraum 5 °/, CO, in N,. Temperatur 80°. — Als MaB der Oxydo- 
reduktionswirkung ist die Anzahl Kubikmillimeter CO, angegeben, die 
wihrend der 10. und 40. Minute nach Einkippen des Substrates in Freiheit 
gesetzt wurde. 
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' mm Muskelenzym, welches eine starke Glycerophosphat-apo- 
' dehydrase enthalt. Liésung II (gealtert) ist frei von Glycero- 
| phosphat-apodehydrase; dementsprechend ist sie unfahig, die 
' Triosephosphat-Dismutation und die Oxydoreduktion Glycero- 
_ phosphat-Brenztraubensaure zu katalysieren. Beide Knzymlésungen 
' aus Gehirn sowie das Muskelenzym enthielten neben der Triose- 
| phosphat-apodehydrase auch Lactico-apodehydrase; die Anwesen- 
| heit der letzteren wurde spektrophotometrisch festgestellt und ist 
in Tab. 2 nicht besonders verzeichnet. 


Die in den Thunbergversuchen zu Tab. 2 verwendete Diaphorase war 


nach einer Modifikation der von Euler und Hellstrém*) angegebenen 


Methode aus Herzmuskel dargestellt. Die rohe Aceton-CO,-Fillung wurde 
mit m/500-KH,PO, gewaschen und in diinner Schicht im Vakuum tiber H,SO, 
getrocknet. Das gut haltbare Trockenpriiparat wurde mit m/10-Na,HPO,, 
das durch Zusatz von NaOH auf py = 8,5—9 gebracht war, extrahiert 
(0,2 ¢ auf 5eem), wobei ein groBer Teil des Priiparates ungelést blieb. 
Die scharf zentrifugierte Lésung war fast klar. 


Zusammenfassung. 


1. Triosephosphat-apodehydrase, welche die Dehydrierung 
von Glycerinaldehyd-phosphorsaiure zu Phosphoglycerinsiiure durch 
Cozymase katalysiert, wird in Enzymlésungen aus Muskel nach- 
gewiesen. Im Thunbergversuch miissen Dehydraselésungen, die 
arm an Flavinenzym und Diaphorase sind, durch Zusatz eines 
dieser beiden Wasserstoff-tibertragcaden Enzyme ergiinzt werden. 

2. Aus Gehirn werden Enzymlisungen dargestellt, die Triose- 
phosphat- und Lactico-apodehydrase, aber nur wenig oder keine 
Glycerophosphat-apodehydrase enthalten. Solche Lésungen kataly- 
sieren (nach Erginzung durch Cozymase) wohl die Oxydoreduktion 
zwischen Triosephosphat und Brenztraubensiure, aber nur schwach 
oder gar nicht die Dismutation zwischen 2 Triosephosphatmole- 
kiilen. Daraus folgt, daB letztere durch das Zusammenwirken von 
Triosephosphat- und Glycerophosphat-dehydrase zustande kommt. 

3. Durch diese Versuche ist das von uns aufgestellte ,,Zwei- 
Knzym-Schema* fiir den Mechanismus der oxydoreduktiven Um- 
oe der Triosephosphate [Gleichungen (1), (2) und (3), (4)] 
estiitigt. 

















Zur Prioritatsfrage der Vitamin B,-Synthese. 


Von 


Heinrich Horlein. 


(Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der I. G. Farbenindustrie-Aktiengesellschaft 
in Wuppertal-Elberfeld.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Marz 1938.) 


Fiir den in der Industrie titigen Wissenschaftler sind im 
allgemeinen nur die durch seine Patentanmeldungen belegten 
Prioritaten von Bedeutung. Wenn ich trotzdem heute zu der 
Frage der Prioritit der Vitamin B,-Synthese in einer rein 
wissenschaftlichen Zeitschrift Stellung nehme, so _ geschieht es 
nur, um einer unberechtigten Legendenbildung entgegenzutreten 
und tendenziése Entstellungen der tatsichlichen Verhiltnisse zu 
korrigieren. 

In Bd. 252, S. 76 (1938), dieser Zeitschrift schreiben Imai 
und Makino das Folgende: 

», Wir haben im Januar 1936 die Vermutung geiiuBert, daB im Vitamin B, 
der Pyrimidin- und der Thiazolring durch eine Methylgruppe verbunden 
seien und daB die Stellung der Methylgruppe des Pyrimidinkerns entweder 
C, oder C, sei.“ 

Sie berufen sich beziiglich dieser Behauptung auf ihre Publi- 
kation in dieser Zeitschrift Bd. 239, S. 1 (1936) und eine solche 
in Nisshin Igaku, Bd. 25, S. 1507 (1936). 

Jeder Leser dieser Zeitschrift kann feststellen, daB an der 
erstgenannten Literaturstelle mit keinem Wort davon die Rede 
ist, daB die Methylgruppe in Stellung 2 des Pyrimidinkerns stehen 
kénne, vielmehr ist dort nur eine einzige Formel wiedergegeben, 
die die Methylgruppe in Stellung 4 bzw. der damit identischen 
Stellung 6 des Pyrimidinkerns enthilt. 

Die an zweiter Stelle angezogene japanische Literaturstelle 
ist fiir uns in Deutschland schwerer zu kontrollieren. Ich habe 
mir dieselbe natiirlich besorgt und festgestellt, daB die Arbeit in 
Nisshin Igaku, Bd. 25, S. 1507, nicht im Januar 1936, sondern 
im September 1936 erschienen ist. Diese Arbeit enthalt u. a 
einen Hinweis auf die im August 1936 verdéffentlichte Arbeit vou 
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Grewe, diese Zeitschrift Bd. 242 8.89, so daB sie unméglich als 
ein Ausdruck der Kenntnis des Herrn [mai aus dem Januar 1936 
angesehen werden kann. Daf Herr Imai zu Beginn des Jahres 1936 
ausschlieBlich an die 4- bzw. 6-Stellung des Pyrimidinkerns als Haft- 
stelle der Methylgruppe gedacht hat, ergibt sich einwandfrei aus 
seiner am 15, Februar 1936 in der ,,Tokio Izi shinshi Nr. 2969, 
s. 499/500“ erschienenen Publikation, die er allerdings in seiner 
letzten Veréffentlichung nicht erwahnt hat. In dieser Publikation 
begriinden die beiden japanischen Autoren ihre Annahme, daB die 
Methylgruppe nicht in 2-Stellung stehen kénne, ausdriicklich im 
vierten Abschnitt damit, daB sich in der 2-Stellung mit Riicksicht 
auf die Peterssche Reaktion des Vitamin B, ein Wasserstoft 
hefinden miisse. Uber diese T'atsache schrieb mir Herr Prof. Imai 
unter dem 19. Oktober 1936 wie folgt: 

,l am, however, now thinking that the IV of my article needs some 
revision.“ 

Aus diesen Tatsachen geht klar hervor, daB Herr Prof. Imai 
vor der Publikation .von Grewe niemals daran gedacht hat, dab 
die Methylgruppe in Stellung 2 steht. In dieser am 14. Juni 1936 
eingereichten Arbeit yon Grewe findet sich aber auf 8. 93 der 
folgende Satz: 

Als die Arbeiten soweit fortgeschritten waren und ich, ausgehend vom 
Diaminopyrimidin VII, die Synthese des Vitamins in Angriff nahm, teilte 
Herr Prof. Windaus meine Ergebnisse Herrn Prof. Hérlein in Elberfeld 
mit. Aus seiner Antwort erfuhren wir dann, da die Herren Dr. Ander- 
sag und Dr. Westphal bereits vor einigen Monaten im wissenschaftlichen 
Laboratorium des Elberfelder Werks der I. G. Farbenindustrie-Aktiengesell- 
schaft die Synthese des Vitamin B, (Formel XII) auf einem ihnlichen Wege 
durchgefiihrt und zu Patent angemeldet haben. Da der Konstitutionsbeweis 
des Vitamin B, damit endgiiltig erbracht ist, habe ich keine weiteren Ver- 
suche mehr unternommen.“ 

Die in Betracht kommende, damals Herrn Prof. Windaus 
in Vorlage gebrachte Patentanmeldung datiert vom 28. Januar 1936. 


‘Aus diesem Datum geht auch hervor, daB Andersag und West- 


phahl eine nach Monaten zihlende Prioritaét beziiglich der 
Vitamin B,-Synthese gegeniiber R. R. Williams haben. Erst im 
Juni-Heft 1936 des Journal of the American Chemical Society, 
Bd. 58, S. 1063, hat Williams in einer unter dem 23. Mai 1936 
eingesandten Notiz seine friihere Formel fallen gelassen und eine 
neue als wahrscheinlich bezeichnet, die mit der von uns ermittelten 
Formel itibereinstimmt, die aber von Williams erst im August- 
Heft des Journal of the American Chemical Society, Bd. 58, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 6 
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S. 1504 (1936) experimentell belegt wurde, wobei noch darauf hin. 
zuweisen ist, daB selbst zu jener Zeit, in der unsere Firma das 
synthetische Vitamin B, vom bekannten Schmelzp. 250° schon 
seit Monaten betriebsmifig herstellte, Williams noch ein un 
etwa 15° tiefer schmelzendes Chlorhydrat in der Hand hatte. Die 
von Williams eingereichte Patentanmeldung datiert vom 15. Juni 
1936. Williams hat, wie von Andersag und Westphal [Ber, 
chem. Ges. 70, 2036 (1937)] vorbehaltlos anerkannt worden ist, 
neben dem Windausschen Laboratorium die gréBten Verdienste 
um die Aufklirung der Vitamin B,-Konstitution. Vor allem hat 
er durch seine elegante Sulfitspaltung das Vitamin B, - Problem 
der Lésung niher gebracht; die Prioritit der Synthese des Produkts 
ist aber zweifellos Andersag und Westphal zuzuerkennen. 
Bei den angezogenen Publikationen von Imai und Makino 
aus dem Jahre 1936 handelt es sich dagegen um rein theoretische 
Uberlegungen, die durch die Andersag-Westphalsche Synthese 
des Vitamin B, beziiglich der Methylenbriicke vorweg_ bestiitigt, 
beziiglich der Stellung der Methylgruppe im Pyrimidinkern aber 
widerlegt wurden. 
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sche I. Stufenfolge beim Hamoglobin-Abbau. 
hese fF Im Jahre 1932 stellte Barkan?) auf Grund experimenteller 
tit, [— ‘Tatsachen erstmalig die Arbeitshypothese auf, daB das leicht 
aber JF abspaltbare“ Bluteisen eine vom Blutfarbstoff venulileline eisen- 


haltige Vorstufe des Bilirubins sei. In Weiterverfolgung dieser 
Hypothese gelangten Barkan und Schales’) kirzlich zu der 
Auffassung, daB die Fraktionen E und E’ des ,,leicht abspaltbaren“ 
Bluteisens ,,Pseudohimoglobine“ sind, die als Zwischenprodukte 
auf dem Wege der Bilirubinbildung den Blutfarbstoft begleiten. 
Bei den ,,Pseudohimoglobinen“ ist nach unserer Annahme ein 
ringoffenes Him- bzw. Himinderivat mit einem EiweiBtrager, und 
zwar, wie wir glauben, mit dem unversehrten Globin verkniipft. 
Die Annahme eines derartigen Aufbaues, fiir die wir experimentelle 
Stiitzen brachten, erklart eine Reihe der am ,,leicht abspaltbaren “ 
Kisen beobachteten Eigenschaften [Barkan*)]. Lemberg‘), dessen 
erundlegende Untersuchungen iiber die griinen Abbauprodukte 
des Blutfarbstoffes wir in unserer Mitteilung erwahnten, spricht 
in letzter Zeit ebenfalls von der Beziehung der Verdohamatin- 
verbindungen zum ,,eicht abspaltbaren“ Hisen. Wir sehen in den 
Ausfiihrungen Lembergs grundsitzlich eine Ubereinstimmung mit 
unserer eigenen Auffassung. Andererseits findet die von Lemberg 
angenommene Reaktionsfolge fiir die Gallenfarbstoftbildung, wie 
wir bereits friiher betonten?), im Vorhandensein der beiden Pseudo- 
himoglobine (EK und E’) ihre experimentelle physiologische Be- 
stiitigung. Hierbei verstehen wir unter ,,Reaktionsfolge“ die Reihen- 


*) 13. Mitt.: Diese Z. 248, 96 (1937). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 
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folge der Vorginge am Haim-Molekiil, nimlich primire oxydatiye 
Sprengung des Porphyrinringes und erst sekundire Abspaltung 
des durch die Primiarreaktion bereits gelockerten Eisens. Beziig. 


lich des Schicksals der Globin-Komponente sind wir, zum mindestey [i 


teilweise, anderer Meinung wie Lemberg. Er spricht die Ver. 
mutung aus®), daB das Hiimoglobin zunichst — und zwar vielleich} 
in den Zellen des Reticulo-Endothels — in ein unbestiindiges 
Protein-himochromogen verwandelt wird, das durch oxydatiye 
Sprengung des Kisenporphyrins rasch in ein ,,Verdohimochromogen* 
tibergeht. Letzteres wire nach der von uns vorgeschlagenen Nomen- 
klatur als ein ,,Pseudohiimochromogen“ zu bezeichnen*). Nach 
dem Ergebnis unserer friiher mitgeteilten Versuche [13. Mitt.4) 
spricht gerade das Verhalten der Fraktion KE des ,,leicht abspalt- 
baren“ Bluteisens gegeniiber O, und CO, das in vdlliger Analogic 
zum Himoglobin steht, fiir die Unversehrtheit der Globinkompo- 
nente. Andererseits konnten wir zeigen, da& Pseudohiimochromo- 
gen (,griines Himin“ nach Warburg und Negelein’), Pyridin. 
»Verdohimochromogen“ nach Lemberg) bei der Reaktion mit 
CO die Eisenabspaltbarkeit unter der Wirkung verdiinnter Siiure 
nicht verliert. Da wir schlieBlich auch die Fraktion E’ des , leicht 
abspaltbaren“ Bluteisens (die nicht mit CO reagiert), durch Reduk- 
tion in die CO-hemmbare Fraktion E verwandeln kénnen, so folgern 
wir, daB zum mindesten fiir die innerhalb der Erythrocyten statt- 
findende Umwandlung des Blutfarbstoffes in Gallenfarbstoff die 
Bildung der von uns niiher charakterisierten ringoffenen Pseudo- 
himoglobine den ersten Schritt darstellt. Wieweit die von uns 
hier wahrscheinlich gemachte Stufenfolge, also Ringsprengung bei 
intakter Globinkomponente, auch fiir die restliche Bilirubinbildung 
Giiltigkeit hat, wire gegeniiber der Lembergschen Arbeitshypo- 
these zu priifen. 

Lemberg und Wyndham) haben in verschiedenem bio- 
logischem Material das Vorkommen von ,,Verdohaemochromogenen” 
spektroskopisch nachgewiesen. Ihr Vorhandensein sagt natur- 
gemiB nichts tiber die Reihenfolge der Abbauvorgiinge an der 
Proteinkomponente aus. Unter anderm fanden die Autoren das 
Spektrum jener Verbindungen in Katalaselésungen, die nach Zeile’) 
und Stern?°) aus Pferdeleber gewonnen und durch Alkohol—Chloro- 
formfaillung vom Himoglobin befreit waren. Nach der Art der 

*) Vel. auch die Kritik von Roche und Bénévent®) an der Bezeich- 
nung ,,Griines Hiimatin“ bzw. ,,Verdohimatin “. 
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Darstellung kénnte sich ein Pseudohimoglobin, also die am un- 
yersehrten Globinmolekiil haftende prosthetische Gruppe, nicht in 
der Katalaselésung befinden. Aber ebensowenig kann es sich, wie 
Lemberg?) richtig bemerkt, um ein ,,Globin- Verdohimochromogen“ 
handeln. Bereits in einer friiheren Mitteilung'™) konnten wir 
zeigen, daB in derartigen Katalaselésungen sich siurelésliches 
Kisen nachweisen laBt, dessen Abspaltbarkeit durch Kohlenoxyd 
nicht hemmbar ist. In ergiinzenden Versuchen an Katalaselésungen 
aus Pferde- und Kalbsleber fanden wir jetzt, daB die Hemmungs- 
reaktion auch nach Reduktion nicht eintritt. Wie nach Art der 
Gewinnung nicht anders zu erwarten, enthalten also solche Katalase- 
ljsungen weder die Fraktion KE, noch die Fraktion E’ des ,,leicht 
abspaltbaren“ Bluteisens, mit anderen Worten, keine Pseudohimo- 
clobine. Das in Katalaselésungen aus Leber vorhandene siure- 
lisliche Eisen ist méglicherweise den Pseudohimochromogenen 
guzuschreiben. Dagegen gelang es uns bereits friiher’’), die Blut- 
katalase vom ,,leicht abspaltbaren Bluteisen priiparativ zu trennen. 
Hier kann also keine Rede davon sein, daB, wie Lemberg’) aus 
dem Verhalten der’ Leberkatalasepriparate schlieBt, als erster 
Schritt der Umwandlung des Himoglobins in Gallenfarbstoff die 
Kiveifkomponente eine Veriinderung erfaihrt, die sie derjenigen 
der Katalase ahnlich macht. 

Die Pseudohiimoglobine E und EH’ liefern bei der Kinwirkung 
verdiinnter Siure ionisiertes Eisen. Es fragt sich, ob hierbei 
unter der Wirkung der Siiure wie beim Himoglobin, die Globin- 
komponente von der prosthetischen Gruppe abgespalten und de- 
naturiert wird. Vorherige Reaktion mit CO verhindert, wie be- 
kannt, die Eisenabspaltung aus E. Daraus mu8 man fiir’s erste 
schlieBen, dab die verdiinnte Siure wenigstens bei 37° die Globin- 
komponente bzw. die Bindung an die prosthetische Gruppe intakt 
liBt. Nach unseren Erfahrungen am Pseudohimochromogen?) gibt 
die CO-Verbindung eines globinfreien Pseudohiimderivates ihr 
Kisen ebenso leicht ab, wie das CO-freie Derivat. Unter diesen 
Umstiinden wire die tatsiichlich vorhandene CO-Hemmung der 
Kisenabspaltung schwer verstiindlich. Ob die gréBere Resistenz, 
auf die man also schlieBen muB, den Pseudohiimoglobinen allgemein 
zukommt, ist noch unentschieden. Die Tatsache, daB die Kuppe- 
lung von Pseudohim an Globin zu Pseudohimoglobin in Ver- 
suchen von Lemberg®) in vitro bisher nicht gelang, steht wohl 
nur in scheinbarem Gegensatz zu dem vorher Ausgefiihrten. Ks ist 
bekannt, daB die gegenseitige Affinitit von prosthetischer Gruppe 
[> 
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und KiweiBtrager sowie die Art der Bindung schon durch kleine 
Veranderungen im Molekil beeinfluBt wird. Bei der priiparatiyey 
Gewinnung der Pseudohimochromogene kiénnen solche Veriinde. 
rungen durchaus eintreten. 


II. Eigenschaften der griinen Blutfarbstoffderivate. 


In der vorigen Mitteilung’) zeigten wir, dab beim Behandely 
von Hamoglobinlésungen mit KCN und Wasserstoffperoxyd unter 
bestimmten Bedingungen griine Derivate des Blutfarbstoffes ent. 
stehen, die in ihrem Verhalten dem ,,leicht abspaltbaren“ Blut. 
eisen entsprechen. Es gelang uns also, das ,leicht abspaltbare‘ 
Hisen bei derartiger Behandlung der Blutlésungen auf ein Viel- 
faches zu vermehren. Hierbei erwies sich ferner, daB nach An- 
wendung von Na,S,O, Kohlenoxyd eine deutliche Hemmung der 
Hisenabspaltbarkeit bewirkte. In den auf die beschriebene W cise 
erhaltenen griinen Lésungen vermuten wir das Vorhandensein yon 
Pseudohimoglobinen. 

Fiir die Herstellung der griinen Liésungen mittels Hydroper- 
oxyd ist ziemlich reichlicher KCN-Zusatz erforderlich, nimlich 
3—4 Mol Cyanid pro ein Mol H,O, und 300—400 Mol Cyanid 
pro ein Mol Hb-Eisen (vgl. unsere friihere Mitteilung und die Bei- 
spiele im Versuchsteil). Zur Untersuchung der KCN-freien Blut- 
farbstoffderivate muBte das Cyanid in irgendeiner Weise entfernt 
werden. Der Versuch, die griinen Lésungen durch Auswaschen 
auf dem Ultrafilter zu reinigen, fiihrte nicht zum Ziel. Das vor- 
handene Hydroperoxyd beschadigt die Kollodiummembran und 
macht sie in kirzester Zeit fiir den Farbstoff durchlissig. Man 
muB daher dialysieren. Bei der mehrtagigen Dialyse gegen 
flieBendes Wasser in Cellophanschliuchen lieB sich das Cyanid 
volistiindig entfernen. Die nunmehr neutralen Lésungen haben 
ihre charakteristische griine Farbe behalten und zeigen diuBerlich 
auBer einer Flockung, von der abgetrennt wurde, keine Anderung. 
Trotzdem ist eine wesentliche chemische Umwandlung in der 
griinen Lésung eingetreten, wie das Verhalten gegeniiber Koblen- 
oxyd beweist. Die leichte Abspaltbarkeit des Hisens ist annihernd 
die gleiche geblieben wie vor der Dialyse. Aber die Hemmbar- 
keit dieser Hisenabspaltung durch Kohlenoxyd ist (auch nach 
Reduktion mit Na,S,O,) nicht mehr nachweisbar. Die nichst- 
liegende Annahme ist, daB die Umwandlung der Pseudohimo- 
globine in Pseudohamochromogene, also Denaturierung der Eiweib- 
komponente, hierfiir verantwortlich ist. Auch bei mehrtigigem 
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Stehenlassen der griinen cyanidhaltigen Lésungen bei Zimmer- 
temperatur geht die CO-Hemmbarkeit, wenigstens teilweise, ver- 
loren. Wir sind bisher noch nicht in der Lage, das Verhalten 
cyanidfreier Pseudohimoglobin-Lésungen zu studieren. Versuche, 
durch rasche Elektrodialyse zu derartigen Lisungen zu gelangen, 
sind indessen in Angriff genommen. 


Die durch Zusatz von KCN und H,0O, frisch bereiteten Lé- 
sungen, die zur Untersuchung kommen, wenn die griine Farbe 
voll entwickelt ist, zeigen in reduziertem Zustand ein charakte- 
ristisches spektroskopisches Verhalten. Unreduziert lassen die 
griinen Lésungen aufer einem Schatten im Rot bei etwa 600 mu 
zwei schwache diffuse Banden bei etwa 575 mu und in der Nahe 
von 540 mp erkennen. Wir hielten anfinglich die letzte Bande 
fiir diejenige des Cyanmethimoglobins und haben irrtiimlicher- 
weise angenommen?), daB dieses auch nach Zusatz von Na,S,O, 
noch in den griinen Lésungen vorhanden bleibt, da sich die 
letztgenannte Bande nach dieser Behandlung kaum, mitunter gar 
nicht, verschiebt. Wir kénnen jetzt sagen, daB sich in den 
sriinen Liésungen keine nachweisbaren Mengen von CN-Methimo- 
globin finden. 

Nach erfolgter Reduktion durch Zusatz von Na,S,O, sieht 
man drei kraftige Banden, davon eine im Rot und zwei im Griin 
mit folgenden etwaigen Mitten: 


I. 617—620; II. 564—568; III. 536—540 mu. 


Durch Anwendung eines schwicher dispergierenden Gitters konnten 
Wir nunmehr die schwachen Banden genauer messen und konnten fest- 
stellen, daB eine Verschiebung der Mitte von Bande III nach Langwellig 
bis tiber 540 mu zwar gelegentlich vorkommt, jedoch zur Ausnahme ge- 
hort. Meistens wurde die Mitte von III bei 537—538 my gemessen. 


Vorsichtige Neutralisation der cyanidhaltigen Lésungen durch 
Siiurezusatz bringt keine charakteristische Anderung des Spektrums. 
Die beiden Streifen im Griin einerseits, der Streifen im Rot anderer- 
seits sind auf die Anwesenheit mindestens zweier Blutfarbstoff- 
derivate zuriickzufiihren. Von deren gegenseitigem Konzentrations- 
verhiltnis hingt nicht nur das Aussehen der Lésungen (Farbe), 
sondern auch die jeweilige Intensitaét und etwas wechselnde 
Lage der Maxima ab. Wir haben in der friheren Mitteilung’) 
schon erwaihnt, daB das zur Erzielung reiner griiner Farbe er- 
forderliche optimale Verhaltnis von KCN zu H,O, von Blutprobe 
zu Blutprobe wechselt. Mit zunehmender Griinfarbung nimmt 
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die Intensitiit der Absorptionsbande im Rot zu, mit zunehmendey 
Verfiirbung nach Rotbraun diejenige der Streifen im Griin. 


Es fragt sich, ob die rotbraunen und die griinen Himoglobinderiyate 


Stufenfolgen beim Blutfarbstoffabbau sind, die etwa nacheinander durch. 
laufen werden. Fiir eine Genese der griinen aus den rotbraunen Derivatey 


kénnte sprechen, dab im Beginn der Reaktion der Streifen im Rot bei dey 


reduzierten Lésung schwach und die Banden im Griin stark sind, und da 
allmiihlich I stiirker, II und III dagegen schwiicher werden. Im selben 
Sinne kénnte der Umstand sprechen, daf bei variiertem Verhiiltnis yon KCN 
und H,O, die Streifen im Rot und im Griin sich hinsichtlich ibrer Inten- 
sitiit in umgekehrter Richtung findern. Unzweifelhaft gegen die oben an 
gedeutete Genese der griinen aus den rotbraunen Derivaten spricht aber 
die T'atsache, daB beim Stehenlassen der griinen Ansiitze die Intensitiit des 
Streifens II zu- und diejenige des Streifens I abnimmt. Wir vermuten daher, 
dab die beiden Gruppen von Blutfarbstoffderivaten voneinander mehr oder 
weniger unabhingigen Abbauvorgiingen ihre Entstehung verdanken, yon 
denen hier wesentlich diejenigen von Interesse sind, die zur Bildung der 
griinen im Rot absorbierenden Substanz fiihren. 


Nach der Behandlung der reduzierten griinen Lésungen mit 
CO sieht man eine Veriinderung im spektroskopischen Bild. Die 
Banden I und II zeigen eine deutliche Verschiebung nach Lang- 
wellig, withrend die Bande III, wenn iiberhaupt, nur eine geringe 
Verschiebung und dann meist nach Kurzwellig erfihrt. 

Beispielsweise zeigte eine frisch hergestellte ,griine Lésung“ 
nach der Reduktion das im folgenden unter a) angegebene Spek- 
trum, wihrend dieselbe Lésung nach Einleiten von CO-Gas das 
veriinderte Spektrum b) aufwies. 


I II III 
a) 6184 565,8 537,5 mu 
b) 625,3 570,4 536,4 mu. 


Die durch Dialyse vom KCN befreiten griinen Lésungen, die 
nunmehr neutral reagieren, zeigen spektroskopisch zwei unscharfe 
Banden, davon eine im Rot bei etwa 60U mu, die andere im Griin 
bei 538—540 mu. Dazwischen sieht man gelegentlich noch einen 
verwaschenen Streifen bei etwa 551 my. Die Reihenfolge in der 
Intensitiit dieser unscharfen Banden wechselt etwas; meist ist II] 
am stiirksten, I am schwiichsten. 


Nach der Reduktion mit Na,S,O, wird das Spektrum wesentlich 
charakteristischer und intensiver. Man sieht drei Streifen mut 
etwa folgenden Mitten: 


I. 6830—633 ; IT. 565; Til. 537—539 mu. 
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Die Reihenfolge der Intensititen ist jetzt I, I], III. Hierbei ist I 
sebr kraftig; II und III sind scharf markierte schmale Streifen, 
die jedoch spitestens 7/, Minute nach Zugabe des Reduktions- 
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mittels wieder verschwinden, indem sie zu einem breiten schwachen 
verwaschenen Band zusammenflieBen, dessen Mitte dann etwa 
bei 552 muy liegt. 

Die Instabilitit der Streifen IJ und III nach Reduktion in neutraler 
Lisung ist typisch. Man findet sie in gleicher Weise, wenn man die 
frisch hergestellten (KCN-haltigen) Lésungen vor dem Zusatz des Reduktions- 
mittels neutralisiert. DaB es sich hierbei nicht um eine Zerstérung der 
fraglichen im Griin absorbierenden Substanz handelt, liBt sich einfach 
zeigen. Nachtriglicher Alkalizusatz oder Zugabe von KCN zur neutral 
reduzierten Lésung libt die beiden Streifen wieder entstehen. Die Sub- 
stanz in reduziertem Zustande erleidet also abhiingig vom pj, eine reversible 
mit meBbarer Geschwindigkeit verlaufende Umwandlung. 

Der erste Streifen, den die KCN-freie griine Lésung in 
der Gegend von 630—633 mu zeigt, macht es nicht unwahr- 
scheinlich, daB man es hier mit einem Derivat eines Pseudo- 
hiimochromogens, bzw. ,,Verdohiimochromogens“ zu tun hat, wie 
Lemberg und Wyndham’) solche unter verschiedensten Be- 
dingungen aus Himochromogenen und aus Himoglobin erhielten, 
wobei sich gleichfalls der Streifen bei etwa 630 muy zeigte. Aller- 
dings ist das Spektrum in unserem Fall sehr stark von der 
Reaktion und vom Milieu der Lésung abhiingig. Reduziert man 
die dialysierte Lésung nach vorherigem Alkali- oder Pyridin- 
gusatz, so tritt eine deutliche Verschiebung aller Streifen nach 
Kurzwellig ein. Im Gegensatz zur Reduktion in neutralem Milieu 
bleiben aber hierbei zwei distinkte Streifen im Griin erhalten. 
Durch vorherigen Zusatz der fiir den urspriinglichen Ansatz ver- 
wendeten Cyanidmenge erhilt man nach Reduktion so gut wie 
vollstindig das urspriingliche Spektrum der frischen nicht dialy- 
sierten Lésung zuriick. Die Wanderung des Streifens I von 
etwa 630—632 auf etwa 618—620 ist hierbei zum Teil der 
Alkalescenz der Liésung zuzuschreiben; denn auch nach Zusatz 
von KOH kann man nach Reduktion den Streifen I bei 618—620 
erhalten. Wihrend jedoch in letzterem Fall durch Neutralisation 
eine Riickverschiebung des Streifens I nach Langwellig erfolgt, 
bleibt seine Lage in der cyanidhaltigen Lésung auch nach dem 
Neutralisieren unverindert. 

Die Lage der beiden Banden im Griin, die im ganzen den Kin- 
druck eines Himochromogenspektrums machen, ist in Gegenwart 
von KCN charakteristisch abweichend von der Lage in cyanidfreier 
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skopisch verfolgte Verhalten gegeniiber Kohlenoxyd. Die Streifen || 


und III zeigen vor der Entfernung des KCN durch Dialyse wif 
nach Zusatz der entsprechenden Menge KCN zur dialysierte 
Lésung unter CO-Wirkung ein im wesentlichen unverinderta§ 
Verhalten. Dagegen reagiert zwar die BandeI der dialysierten§ 
Lésung neutral in reduziertem Zustande mit CO unter deutliche— 


Verschiebung und Verstairkung der Absorption, z. B. 


I 
| 630,8 
nach CO 626,8 


Aber in Gegenwart von KON bleibt der Streifen I bei etwa} 
618 mu auch nach der CO-Behandlung im wesentlichen un ff 


verindert stehen. Wie oben ersichtlich, verschiebt sich der 


Streifen I an der entsprechend alkalischen und KCN-haltigen 
griinen Lésung vor der Dialyse durch CO sehr charakteristisch f 


nach Langwellig. 


Die somit am Streifen I beziiglich der CO-Reaktion spektro- § 
skopisch nachgewiesene Verianderung ist eine Parallele zur chemisch f 


an der grimen Lésung nachgewiesenen Anderung. Jene Anderung 
fand, wie erinnerlich, ihren Ausdruck in der nach Dialyse ver. 
schwundenen und auch bei KCN-Zugabe nicht etwa wiederkehren- 
den CO-Hemmung der Kisenabspaltung. Die Substanz, der 
der Streifen im Rot angehért, ist also vor und nach 
Dialyse verschieden. Die Verinderung ist, wie erwihnt, nicht 
an die Dialyse gekniipft. Denn beim Stehenlassen der Cyanid- 
haltigen griinen Lésungen bei Zimmertemperatur zeigt sich nicht 
nur, wie friiher angegeben, chemisch, sondern auch spektroskopisch 
eine entsprechende Verinderung beziiglich der Reaktion mit CO. 


Die Beurteilung der Befunde an den dialysierten Lésungen 
ist dadurch erschwert, da die Reihenfolge der Zusiitze keines- 
falls gleichgiiltig ist. Wie erwihnt, reagiert die Bande I in KCN- 
haltiger Lésung nicht mehr mit CO. Li8t man aber auf die 
neutral reduzierte Lésung CO einwirken, so hat nachtraglicher 
KCN-Zusatz keinen EinfluB auf die bereits eingetretene CO-Ver- 
schiebung. Fir die Reaktion der Streifen Ji und III mit CO ist die 
Gegenwart von KCN offenbar ohne HinfluB. 


Alkalilésung. Diese beiden Streifen reagieren also zweifellos wif - 
Cyanid und, wie es scheint, auch mit Pyridin. Das Himochromoca§ 
scheint auch vor der Dialyse schon als Cyanverbindung in da} 
griinen Lésungen vorhanden zu sein. Hierfiir spricht das spektro.— 
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I II III 

: 1, Dialysierte Liésung + Na.S,0,....... 630,8 | 564,5*)| 538,3*) 
SE ear 626,8 | 571,1 | 57,7 
Se Sea ee eee 626,8 | 571,1 | 537,7 
4, Dialysierte Lésung + KCN + Na,S,0, + CO | 618,7 | 570,6 538,0 


Obwohl also KCN die Reaktion des Streifens I mit CO ver- 
hindert, wird die einmal erfolgte CO-Verbindung durch KON 
nachtriglich nicht zerlegt. 

Spektroskopisches und chemisches Verhalten gegeniiber CO 
weisen darauf hin, daB mit der fraglichen Substanz wihrend der 
Dialyse eingreifende Veriinderungen vorgegangen sind. Wie bereits 
hervorgehoben, denken wir in erster Linie an eine Umwandlung 
der Pseudohimoglobine in Pseudohiimochromogene. 


IlI. KCN, H,O, und Blutfarbstoff. 


Der Mechanismus der Bildung der griinen Pseudohimoglobine 
bei der Kinwirkung von KCN und H,O, auf Blutlésungen schien 
uns zunichst verhiltnismiBig einfach zu deuten. Es konnte an- 
genommen werden, daB die Anwesenheit des Cyanids die Katalase- 
wirkung hemme, und daB das Hydroperoxyd eventuell im Sinne 
einer primiren Anlagerungsverhindung [Lemberg und Mitarb.’*)] 
fir die oxydative Sprengung des Kisenporphyrins und fir die 
Entstehung der Pseudohim-Komponente verantwortlich sei. Wie 
wir jedoch fanden, wird das Cyanid nicht nur zur Inaktivierung 
der Katalase gebraucht. Tétet man die Katalase durch Erhitzen 
ab oder entfernt man sie durch Adsorption an Tonerde, so bewirkt 
H,O, auch nur in Gegenwart von Cyanid Griinfarbung. Auch 
henitigen katalasefreie Blutlésungen nicht weniger KCN als 
katalasehaltige, eventuell sogar mehr, wenn nach H,O,-Zusatz 
Griinfiirbung eintreten soll. Ohne KCN ergibt Hydroperoxyd 
Abbau zu farblosen bis gelben Stoffen, deren Liésungen die 
charakteristische ,,Pentdyopent“-Reaktion nach Bingold'’) zeigen. 

Weiterhin konnte bisher weder in katalasehaltigen noch in 
katalasefreien Blutlésungen der energische Abbau durch H,O, 
anders verhindert, bzw. die Entstehung der griinen Himoglobin- 
derivate durch H,O, anders erreicht werden, als mittels KON. 
In unseren Versuchen lieB sich jedenfalls KCN in dieser Hinsicht 
weder durch H,S, noch NH,OH, noch NH,-NH, ersetzen. 


*) Unbestindig. 
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solche mit COHb, so bleibt bei sonst gleichem Vorgehen, d. h., 
Zugabe von KCN und H,O,, die Griinfairbung aus; auch spektro. 
skopisch finden sich dann keinerlei Anhaltspunkte fiir das Ent. 
stehen von Pseudohamoglobinen. 

Keilin und Hartree") zeigten, dab in Gegenwart von wenig 
KCN der Zusatz von Hydroperoxyd zu Blutlésungen die Bildung 
von H,O,-Methb. bewirkt. Ein Teil des Peroxyds oxydiert also 
das Fe" a Fe™, ein anderer Teil lagert sich reversibel an das 
entstandene Methimoglobin an. Der Cyanidzusatz dient zur 
Unterdriickung der Katalasewirkung. In katalasefreier Blutlisung 
erhilt man durch wenig H,O, unmittelbar H,O,-Methb., erkenn- 
bar am charakteristischen Spektrum und der roten Farbe. Reich- 
licherer H,O,-Zusatz bewirkt weitgehenden Abbau unter allmiih- 
licher Entfarbung mit positiver Pentdyopentreaktion (vgl. oben), 

Ks fragt sich, ob auch in unserer Versuchsanordnung zur 
Bildung der griinen Himoglobinderivate eine primiire Methb.- 
Entstehung angenommen werden kann. Dagegen spricht die an- 
fingliche Farbe der Lisungen nach dem KCN- und H,O,-Zusatz. 
Entstiinde Methimoglobin, so kénnte es nur als Mialieches 
Methb., als CN-Methb. oder als H,O,-Methb. vorliegen. Alle drei 
Farbstoffe sind rot. Die Farbe unserer Ansitze nach Zugabe 
der notwendigen Menge KCN und H,O, ist vor der Entwicklung 
der Griinfairbung nicht rot, sondern braun. Zudem konnten wir 
zeigen, dai vorherige Umwandlung des Blutfarbstoffes in Methiimo- 
globin die Griinfirbung der Blutlésung bei KCN- und H,0,-Zu- 
gabe verhindert. Auch dann, wenn man nach dem Cyanidzusatz 
die Reaktion der Blutlésung durch entsprechende Pufferung schwach 
sauer macht, bewirkt H,O, keine Griinfiirbung mehr; doch ist jetzt 
Methimoglobinbildung deutlich. 

Aus dem Bisherigen ergibt sich, daB nur in Gegenwart von 
KCN und zwar nur aus O,Hb-Liésungen, nicht dagegen aus COHb- 
oder Methb.-Lésungen mittels H,O, die griinen Farbstoffe gebildet 
werden. KCN muB also in irgendeiner Weise direkt auf das 0,H) 
so einwirken, daB die nachfolgende H,O,-Zugabe nicht zum Ab- 
bau bis zur Pentdyopentstufe, sondern nur zur Bildung noch 
eisenhaltiger bilirubinoider griiner Produkte fiihrt. 

Fiir die Entstehung der griinen Stoffe scheint die dem KON 
zuzuschreibende V erhinderung primiir er Methb.-Bildung unter H,0,- 
Wirkung wichtig zu sein. Der Cyanidzusatz bei unserer Reaktion 
ist aber offenbar auch zur Hemmung bzw. Modifizierung der 
































Verwendet man statt einer O,Hb-haltigen Blutlésung eine 
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| Peroxydasefunktionen des Blutfarbstoffmolekiils erforderlich. — Die 
rielfache Rolle, die somit das Cyanid spielt, erklirt, warum es 
hisher nicht gelang, es in unserer Versuchsanordnung durch einen 
anderen Stoff zu ersetzen. 


In Pyridin gelést lagert Protohiimin bei Zusatz von Wasserstoffperoxyd 
H,0, an. Es entsteht, wie kiirzlich Haurowitz") zeigte, aus der hell 
praunrot gefiirbten Pyridinhimin-Lésung eine solche von dunkel-braungriiner 
Farbe mit einer Absorptionsbande bei 575 mu, die einer H,O,-Hiimin-Ver- 
bindung zukommt. Gibt man zu der braungriinen Lésung von H,O,-Himin 
in Pyridin einen Uberschu8 von Pyrogallol, Hydrochinon oder "Ascorbin- 
siure, so entstehen, wie Haurowitz'*) beobachtete, allmiihlich griine 
Lésungen mit einem auffallenden Absorptionsstreifen iin langwelligen Rot. 
Nach Behandeln des entstandenen Farbstoffes mit Salzsiiure fand sich das 
gesamte Kisen in Ionenform gelést; ein Porphyrinspektrum ist aber nicht 
nachweisbar. Dies spricht dafiir, daB es sich auch hier um einen oxydativen 
Abbau in der Richtung zum Gallenfarbstoff handelt*). 

Man mu8 annehmen, daB in der Pyridinlésung die Reduktion des Eisens 
im H,O,- Hiimin iihnliche Bedingungen fiir die peroxydatische H,O,-Zerstérung 
des Hiiminmolekiils schafft, wie in unserer Versuchsanordnung am Hiimoglobin 
die Gegenwart von KCN. Welcher Art im einzelnen diese KCN-Wirkung 
ist, 1iBt sich vorerst nicht sagen. Fiir die Substanz, welche die Pentdyopent- 
Reaktion gibt, nehmen Fisther und Miiller'’) folgende Entstehung an. 


COOH COOH COOH COOH 
| | | | 
CH, CH, CH, CH, 
| | | | 
CH, H CH, CH, CH, 
© : OH OH vi 


NZ \ cx, dt Ye 
i NY YN 4 » N HN 


HC (9) *eCl = (0) CH > HG (8) (0) CH 
XQ NY a ; Nu N ‘4 














H,C=HC- a -CH, H,C=HC:- Z -CH, 
As J er VW, ‘oH a? 
CH . CH, CH 
he bur, 
Hiimin. Pentdyopent. 


Andererseits kommt der prosthetischen Gruppe des Pseudohimoglobins 
baw. des Pseudohimochromogens grundsitzlich folgende Formulierung zu: 
*) Auf Grund unserer vorigen Arbeit [13. Mitt.*)] hat Haurowitz 
seine Auffassung, es kénnten die von ihm beobachteten griinen Stoffe Um- 
wandlungsprodukte des Himins in Richtung der Chlorine, Phorbide oder 
dgl. sein, brieflich korrigiert. 
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a-Pseudohim. 


Die Gegenwart von KCN wirkt also jedenfalls auf die per- 
oxydatische Reaktion hemmend. Statt der oxydativen Sprengung 
an zwei Methinbriicken, beispielsweise wie oben @& und y, erfolgt 
die Oxydation nur an der q@-Stelle, wobei die Bindung des Eiseus 
an die Pyrrol-Stickstoffe erhalten bleibt. 


IV. Blutfarbstoffabbau durch Hydroperoxyd in statu nascendi. 


Ein Abbau des Himin- bzw. Himoglobinmolekiils zu griinen Farbstoffen 
unter verschiedenen chemischen und biologischen Einfliissen wurde von 
zahlreichen Autoren beschrieben (Lit. vgl. u. a. bei Lemberg‘)]. Besonders 
bekannt wurde unter der Bezeichnung ,,griines Himin“ jener griine Farb- 
stoff, den O. Warburg und E. Negelein’) aus Chlurhimin in Gegenwart 
von Hydrazin beim Durchleiten von Sauerstoff erhielten. Lemberg klirte 
die Konstitution dieses Farbstoffes als ringoffenes Eisenporphyrin - Derivat 
(,, Verdohimochromogen“) auf. Er machte es wahrscheinlich, daB die meisten 


der aus Himochromogen- oder Himoglobinlésungen in Gegenwart von | 


Reduktionsmitteln und atmosphirischem Sauerstoff entstandenen Produkte 
prinzipiell der Warburg-Negeleinschen Substanz entsprechen. Dies 
bestitigt die Vermutung von Fischer und Lindner"), die bei der Ein- 


wirkung einer sehr groBen Anzahl von Stoffen, darunter Polyphenolen und | 


Thiokérpern, ferner von Extrakten aus Hefe sowie tierischem und pflanz- 
lichem Gewebsmaterial auf Himin in Pyridin griine Stoffe erhielten, fiir 
deren Zustandekommen sie eine oxydative Sprengung des Hiiminmolekiils 
an der a-Methinbriicke diskutierten. In Zusammenhang mit Ergebnissen 
von Brugsch und Pollak ™) wurde schon damals an einen Abbau des 
Blutfarbstoffs in der Richtung zum Gallenfarbstoff gedacht. 

Ein besonderes Interesse beansprucht in diesem Zusammenhang die 
Ascorbinsiiure. Wie Karrer, v. Euler und Hellstrém% bereits 1933 
fanden, wandelt auch Ascorbinsiure in Gegenwart von atmosphirischem 
Sauerstoff den Blutfarbstoff zu griinen Derivaten um. Entsprechende 
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Beobachtungen fiir Blut liegen von Anderson und Hart*') (1934) sowie 
yon Edlbacher und v. Segesser *) (1937) vor. Lemberg und Mitarb. '%) 
haben sich ktirzlich eingehend mit den Vorgiingen beschiiftigt, die sich bei 
‘der Entstehung von ,,Verdohimochromogen“ unter der Wirkung von Ascor- 
binsiure abspielen. Lemberg und Wyndham’) glauben, daB, wenigstens 
zum Teil, die oben erwihnte Wirkung von Hefe- und Gewebsextrakten in 
den Versuchen von Fischer und Lindner einem Gehalt an Ascorbinsiure 
zuzuschreiben ist. Nach Barron und Mitarb.*’) katalysieren Hiimochromo- 
gene die Autoxydation der Ascorbinsiiure. Nach Lemberg handelt es 
sich um einen Vorgang gekuppelter Oxydationen. Hierbei nehmen Lemberg 
und Mitarb.*'*), wenn wir sie richtig verstehen, fiir die Autoxydation 
des Farbstoffes die primiire Bildung eines Himochromogenperoxyds (durch 
0,-Aufnahme), weiterhin die Entstehung einer Hiim-H,O,-Verbindung (durch 
H,-Aufnahme bei der Dehydrierung eines H,-Donators) und schlieBlich Ent- 
stehung einer Oxyporphyrinverbindung (OH am a-C-Atom) an. Diese Oxy- 
porphyrinverbindung soll dann in Gegenwart von atmosphiirischem Sauer- 
stoff rasech zu ,,Verdohimochromogen“, der Verbindung mit offener Tetra- 
pyrrolkette, weiter oxydiert werden. Gegeniiber Mc Leod und Gordon*) 
(1922) und den Auffassungen von Schreus und Carrié?”®) (1934) betont 
Lemberg), daB vermutlich nicht die Entstehung von freiem H,O, fir 
die OUxydation des Porphyrinringes verantwortlich zu machen ist. 


Dazu méchten wir folgendes feststellen. Bei allen chemischen 
Stoffen (Reduktionsmitteln), die bisher in Gegenwart von atmo- 
sphirischem Sauerstoff zur Bildung griiner Blutfarbstoffderivate 
gefiihrt haben, ist auch unabhingig von der Gegenwart von Haimin 
baw. Blutfarbstoff die Bildung von Hydroperoxyd unter O,-Kin- 
wirkung nachgewiesen, soweit danach gefahndet wurde. Empfind- 
liche Methoden zum Nachweis kleinster Mengen hiervon wurden 
noch kiirzlich von Schales?*) angegeben. Polyphenole und ihre 
Derivate (z. B. Adrenalin), Hydrazin, Ascorbinsiure, Na,S,O,, Thio- 


| kirper usw. geben in Lisung unter bestimmten Bedingungen mit 


atmosphiirischem Sauerstoff H,O, und sind gleichzeitig befahigt 
zu Bildung griiner Himinderivate. Es scheint uns daher gegen- 
iber Lemberg sehr viel naher liegend anzunehmen, dab H,0, 
in statu nascendi die Fihigkeit zur Oxydation des Porphyrinringes 
in der hier in Frage kommenden Weise besitzt. Die Bedingungen 
tir die Entstehung der griinen Derivate miissen freilich fiir die 
einzelnen Stoffe jeweils ausprobiert werden und nicht in allen Fallen 
lassen sich gut reproduzierbare Produkte erhalten. Dies schon 
deshalb nicht, weil die Oxydationsprozesse teilweise zu weiteren 
Himinabbauprodukten, teilweise zu Nebenreaktionen fiihren. 


So erklirt es sich, daB beispielsweise die Einwirkung von 
Glutathion in Gegenwart von O, auf Hiimochromogen zwar in 
Versuchen von Lyman und Barron”), nicht aber in solchen 
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von Lemberg und Mitarb.!”) zur Bildung griiner Farbstoffe fithrte. 
Wir konnten uns in eigenen Versuchen davon iiberzeugen, dag 
tatsiichlich nicht regelmaiBig die Griinfirbung zustande kommt. 
Was die Natur der von Barron und Mitarb. erhaltenen Verbip. 
dung anlangt, so irren sich die Autoren wahrscheinlich, wenn sje 
die Substanz fiir eine GSSG-Himinverbindung halten. Vielmehr 
diirfte es sich auch in diesem Falle um ein Pseudohimochromo. 
gen handeln, das aus der Kinwirkung des bei der Oxydation von 
GSH entstehenden und von Schales**) hierbei nachgewiesenen 
freien H,O, zu erkliren ist. Beziiglich des Verhaltens der aus 
Hb unter Kinwirkung von Thioglykolsiiure und QO, erhaltenen 
Produkte vgl. den Versuchsteil. 


Daf bei geeigneter Dosierung auch freies H,O, in Blutlésungen die 
Entstehung griiner Farbstoffe bewirken kann, geht iibrigens aus Versuchen 
von Bingold**) hervor, die freilich wegen der ungeniigenden Angaben 
ihrer Anordnung nicht ohne weiteres nachpriifbar sind. 


Zu den Stoffen, die bei der Autooxydation H,O, bilden, gehért auch 
der Schwefelwasserstoff *°). Bekanntlich entsteht in Blutfarbstofflésungen in 
Gegenwart von H,S und O, eine Verbindung mit einer charakteristischen 
Absorption im Rot. Man nennt diese Verbindung seit langem Sulfhiimo- 
globin. Die Natur dieses sogenannten Sulfhimoglobins ist bis heute 
ungeklirt. Haurowitz**) schien die Darstellung der Verbindung als 
chemisches Individuum in krystalliertem Zustande gegliickt zu_ sein. 
Keilin*') konnte jedoch zeigen, da8 man es bei dem nach Haurowitz 
erhaltenen Produkt nicht mit einer Anlagerungsverbindung von S oder H,S 
an Himoglobin zu tun hat, da man kein Hiimoglobin daraus zuriick- 
gewinnen kann. Manches 1aéBt daran denken, daB es sich bei der Hauro- 
witzschen krystallisierten Verbindung und méglicherweise iiberhaupt bein 
,sulfhimoglobin“ um Pseudohiimoglobin handelt. Sulfhimoglobin ist von 
griiner Farbe und seine Lésungen absorbieren bei etwa 618 mu. Die Art 
der Gewinnung des Sulfhimoglobins, tagelanges abwechselndes Linleiten 
von H,S und O, in eine Hiimoglobinlésung bis zum Verschwinden der 


O,Hb- bzw. Hb-Streifen, entspricht im wesentlichen vollstindig der Dar- | 


stellung der ,,griinen Hiimine“ in Gegenwart von ,,Reduktionsmitteln“ und 


Sauerstoff. Da nach den Versuchen von Schales*) Peroxydbildung bei | 
der Einwirkung von O, auf H,S sichergestellt ist, liBt sich die vorher | 


geiiuBerte Vermutung nicht von der Hand weisen. Gegen die Hypothese, 
mit deren experimenteller Priifung wir beschiftigt sind, spricht vorerst, 
daB nach den Versuchen von Haurowitz*) Sulfhiimoglobin sein Eisen 
noch fest gebunden enthalten, bei der Behandlung mit Alkali und Na,§,0, 
Protohiimochromogen und nach der Enteisenung Protoporphyrin liefern soll. 


Nach unserer oben ausgesprochenen Annahme ist fiir die 
Bildung der griinen Blutfarbstoffderivate die bei der Dehydrierung 
des zugesetzten Reduktionsmittels nachgewiesene Entstehung von 
freiem H,O, maBgebend. Von den verschiedenen bisher an- 
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sewandten Reduktionsmitteln bietet das Hydrazin die iibersicht- 
dab # jichsten Verhiltnisse. Bei der Dehydrierung dieses Stoffes ent- 
omt, M steht indifferenter Stickstoff. In der friiheren Mitteilung wurde 
bin. # erwihnt, daB es bei Anwendung der Hydrazinmethode von War- 
sie burg und Negelein auf Blutlésungen, statt auf Himin in 
lehr MM Pyridin, nicht gelingt, zu einigermafen haltbaren griinen Pseudo- 
n0- # himoglobinlésungen zu kommen. Wir haben nach den Er- 


Von #@ fahrungen mit Cyanid versucht, durch KCN-Zusatz zum ge- 
nen #™ wiinschten Ziel zu gelangen. Da nach Versuchen von Lemberg 


aus MM und Wyndham§) mit Ascorbinsiure die Bildung von ,,Verdo- 
nen MM himochromogen“ durch Cyanid nicht gestért wird, war zu er- 
warten, da Blutlésungen auch in Gegenwart von KCN und 
Hydrazin mit Sauerstoff durchperlt, sich griin firben. Wenn 
unsere Annahme zutreffen sollte, muB8te das Spektrum dieser 


ben MM crinen Lésungen dasselbe sein, wie bei den in Gegenwart 
von KCN und H,O, gewonnenen griinen Lisungen. Wie sich 
ich MM zeigte, ist dies weitgehend der Fall. Lésungen des gleichen 


 H Blutes, einmal in Gegenwart von KCN und NH,-NH, mit O, 
durchperlt (a) und ferner in Gegenwart von KCN mit H,0, 
ite M™ versetzt (b), zeigten nach eingetretener Griinfiirbung und er- 
als @ folgter Reduktion (Na,S,O,) folgendes Spektrum. 

















Ry ihe ) 

ri . il Ul de age oo 

O- 

‘ a) 620,2 566,0 ae ie HI, I, Ill 
‘Re by) 619,4 565,5 587,5 I, U, IW 

i c) 619,4 565,8 538,8 ll, I, Ill 

oy 

r- Die Spektren sind praktisch als identisch zu _ bezeichnen. 
d @ Hierbei ist hinsichtlich der Reihenfolge der Intensititen an das 
' @ iriher Gesagte zu erinnern. Verringert man gegeniiber Versuch (b) ; 
: len H,O,-Zusatz auf 3/,,, so erhilt man qualitativ das gleiche 
t Spektrum (c), die Reihenfolge der Intensititen ist nun dieselbe 
n @ wie bei (a). 


4 In dem Ausfall dieser Versuche sehen wir einen Beweis fiir 
die Richtigkeit unserer Annahme vom ursiichlichen EinfluB des 
© @ entstehenden Hydroperoxyds bei der Bildung bilirubinoider Blut- 
4 larbstoffderivate in Gegenwart von Reduktionsmitteln und Sauer- 
| @ stoff. Weiterhin sind aber die Versuche eine weitere Stiitze 
unserer Ansicht, daB die in Gegenwart von KCN und zu- 
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gesetztem H,O, in Blutlésungen entstehenden griinen Farb. & lisunge 
stoffe tatsiichlich Pseudohim-Verbindungen und zwar, wie die jm ielt 
erhaltene Hemmungsreaktion mit CO beweist, Pseudohiimo. wale 
globine sind. , 2. 

griinen 


Bei der Entstehung der Pseudohiimoglobine in vivo, z. B. innerhalh Leitung 
der Erythrocyten, sind die Bedingungen fiir die Wirkung von H.,0, Zentrift 
in statu nascendi natiirlich gegeben. Durch Anlagerung an das Hb-Molekiil umgere 
kann es so weit peroxydatisch aktiviert werden, daB es die oxydative dieser ] 
Ringsprengung, vielleicht in der von Lemberg angenommenen Stufenfolge Redukti 
iiber eine Oxyporphyrin-Verbindung, bewirkt. DaB in vivo vorhandene Versuck 
Katalase die Wirkung von Hydroperoxyd in statu nascendi nicht nur nicht 3 
zu verhindern braucht, sondern sogar dafiir erforderlich sein kann, geht Lesung 
aus den Erfahrungen von Keilin und Hartree*!) hervor. Die Autoren Lésun 
fanden, daB das im Verlauf der Aldehyd-Dehydrierung entstehende H,0, aaa 
nur in Gegenwart von Katalase befihigt ist, gleichzeitig vorhandenen : 


Alkohol zu Aldehyd zu oxydieren, wobei das nascierende Hydroperoxyd on 
auch durch noch so kleine Mengen von zugegebenem H,0, nicht ersetzbar ist, aeiiaial 
Bei dieser gekuppelten Oxydation wirkt also die Katalase auf nascierendes | 
Hydroperoxyd als Peroxydase. Die noch kiirzlich von Bingold*) ge. , 4. 
iuBerte Ansicht von der wesentlichen Rolle der Blutkatalase als Schutz des Wasser 
Blutfarbstoffes vor dem Zerfall durch H,O, scheint uns zum mindesten zu ae wl 
chum 


einseitig. Denn einmal spricht alles dafiir, da der normale zum Bilirubin 
fiihrende Blutfarbstoffabbau letzten Endes eine kombinierte H,O,- und sucht. 


O,-Wirkung ist; andererseits ist es keineswegs ausgeschlossen, dai dic Mm S2ber 
Katalase hierbei in mehr als einer Weise beteiligt ist. bereich 
nur au 
Mitten 


Der Ella-Sachs-Plotz-Foundation sagen wir fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit unsern besten Dank. Der Deutschen [or- 
schungsgemeinschaft danken wir aufrichtig fiir die leihweise Uber- ae Seeseonen 
lassung eines Gitterspektrographen und Meb-Spektroskops. 

Bei der Durchfiihrung der Versuche konnten wir uns auch diesmal 
der geschickten Hilfe von Frl. Selma Sussi erfreuen. 


Verdiin 


Versuchsteil. poe, 
1. Darstellung von Pseudohamoglobin. Protokoll-Nr. 30/208. 60 ccm 
Pferdeblut, die durch Zusatz von Liquoid ,,Roche“ vor dem Gerinnen ge- @ Redyzic 
schiitzt sind, werden zentrifugiert. Das Plasma wird abgesaugt und der | 
zuriickbleibende Blutkérperchenbrei mit isotonischer Kochsalzlésung ge- | 
waschen. Durch Auffillen mit Wasser auf 3800 cem wird himolysiert, 
somit eine 5fach verdiinnte Blutlésung gewonnen. Die Bestimmung des 
, leicht abspaltbaren“ Bluteisens ergibt 0,25-10—7 Mol Fe/eem Blutlésung 1:10. 3 Verdiin 
Nach Behandlung mit Kohlenoxyd sind nur noch 0,10-10—7 Mol/cem ab- 
spaltbar. M Grine 


250 cem der Blutkérperchenlésung werden mit 200 cem 5°/,iger KCN- 
Lésung und 50cem 3°/,igem H,O, versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 
sofort braun und im Verlauf von etwa 20 Minuten allmahlich griin. Die 
Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens und der (nach Reduktion’ 
durch Kohlenoxyd hemmbaren Fraktion erfolgt in den Pseudohimoglobin- | 
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jjsungen nach den Angaben der vorigen Mitteilung*). Bezogen auf Blut 1: 10 
di enthielt die obige griine Lésung 1,66-10~7 Mol leicht abspaltbares Fe/ccm 
' ynd nach der CO-Behandlung noch 0,27-10~7 Mol. 


2. Dialyse. Ein Teil der im obigen Beispiel nach 1. bereiteten 
griinen Loésung wird im Cellophanschlauch 3'/, Tage gegen flieBendes 
alb Leitungswasser dialysiert. Von einem griinen Niederschlag wird durch 
0, Zentrifugieren abgetrennt. Die Lésung enthilt, auf eine Blutverdiinnung 1: 10 
kil umgerechnet, 0,80 + 10~’Mol siurelésliches Kisen/ccem. Eine Hemmung 
ive MM dieser Eisenabspaltung tritt durch Behandlung mit Kohlenoxyd, auch nach 
lee MM Reduktion, nicht ein. Auch zuvoriger Cyanidzusatz bewirkt in derartigen 
ne MM Versuchen keine Riickkehr der Kohlenoxydhemmbarkeit. 


cht 3. Abnahme der Fraktion E beim Aufbewahren der griinen 
Lisung. La&Bt man einen Teil der im Beispiel unter 1. bereiteten griinen 
“ Lisung 3'/, Tage bei etwa 15° stehen, und bestimmt dann erneut den 
i Gehalt an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen, so findet man 1,51-10~7 Mol/cem 
me und nach der CO-Behandlung 0,65-10—7 Mol/ecem. Die durch Kohlenoxyd 
hemmbare Fraktion hat sich also gegeniiber vorher um etwa 30—40°, 
vermindert. 


4. Spektroskopische Befunde. Die griinen Lisungen werden mit 
Wasser 2—8 fach verdiinnt und im allgemeinen bei einer Schichtdicke von 
icm und einer Spaltbreite von 0,005 mm im Gitterme8-Spektroskop nach 
Schumm (Schmidt & Haensch) mit schwach dispergierendem Gitter unter- 
nd sucht. Die Messungen wurden an zahlreichen Ansitzen vorgenommen und 
ergaben innerhalb des im theoretischen Teil angegebenen Schwankungs- 
bereiches im allgemeinen gut reproduzierbare Werte, so da wir uns hier 
nur auf die Wiedergabe einiger Beispiele beschriinken. Die Zahlen sind 
Mitten der Banden in mu. 


























aii A. Frische Lésungen. 
( panesineeeanamiattanees —_ ones LS ES 
Reihenfolge 
al ’ ™ - der Intens. 
Verdiinnte griine Lésung . . 603,8 | 574,5 | 539,0 
Griine Lésung + Na,S,O,.. . . | 618,4 | 565,8 | 537,5 | I, II, III 
617,2 | 565,8 | 538,0 | I, II, Ill. 
n 620,3 | 565,8 | 538,3 | I, Il, III 
~ @@ ieduzierte griine Lésung + CO . 625,38 | 570,4 | 536,4 | I, Il=IIf1 
t 625,6 | 571,0 | 536,4 | I, If=III 
t, | B. Dialysierte Lisungen. 
Ss | a) Neutrale Lésungen. 
). @ Verdiinnte griine Lisung ... | 596,4 ~- 540,3 | III, I 


oan 600,38 | 551,2 | 539,5 | TH IL, I 


Griine Lésung + Na,S,O, sofort | 630,6 | 564,8 | 538,8 | 7. IT. LI 
a nach 30 Sek. | 630,6 552,2 ate 


e sofort | 631,4 | 565,0 | 536,7 | I, II, LIL 


) sofort | 632,6 nicht meBbar 
. nach 30 Sek. | 632,6 551,0 
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b) Verschiebung durch Alkali und Pyridin. 


Verdiinnte dial. Lésung + Na,S,O, | 630,8 | 564,5 | 538,38 | I, II, Ill 
IL u. IIL un. 


Dieselbe n/25-natronalkalisch +- bestiindig 
Wen... : . « . | 624,3 | 558,9 | 529,3 | IL, I, 1 
Dieselbe, statt NaOH 2°), P within bestindig 
enthaltend + Na,S,0,..... 534,2 | II, I, Il 


621,5 562, 
Dasselbe nach 1 Minute. oe 621,5 555, 
ce) Verschiebung durch Cyanid und Alkali. 


Vor Dialyse + Na,S,O,..... 618,7 | 565,0 | 537,0 | I, IL, II 














5 
6 527,0 bestindig 














Dialysiert + Na,S,O,...... 631,4 | 565,0 | 536,7 | unbestiindig 
Dialysiert + gleiches Vol. 5%) 
KON + Na,S,0, .. . 618,7 | 565,8 | 538,3 | II, I, Il 
Dialysiert + gleiches Vol. 4 3 a 
KOH + Na,S,0,.. . . | 618,9 | 558,9 | 530,8 | I, I. I 


d) Verhaiten gegeniiber Kohlenoxyd. 


Dialys. Lésung + Na,S,0O,+CO. | 627,1 | 572,9 | 538,38 | I, IT=III 
627,1 | 571,4 | 538,0 | I, 
627,9 | 571,9 | 5385 | I, II=II 

Zusatz von KCN in allen Fillen ohne EinfluB. 
Dialys. Lés.+KCN+Na,S,0,+CO | 619,1 | 569,6 | 536,7 | I, II, II 
618,7 | 570,6 | 538,0 | I, Ul, Il 














C. Aufbewahrte Loésungen (Verhalten gegeniiber CO). 


Frische Lésg. + Na,S,0, + CO 625,3 | 570.4 | 536.4 | I, IT=IIl 
Aufbewahrte Lésg. (vgl. unter 3.) 
+ Me OyeOe. ss. 618,7 | 569,6 | 535,4 | IJ, II, | 














5. Pseudohamoglobinbildung in katalasefreien Blutlosungen. 
Protokoll-Nr.30/138. Von 16cem Kaninchenblut (aus der Ohrvene entnommen, 
Liquoid ,, Roche“) wird das Plasma durch Zentrifugieren abgetrennt; der 


Blutkérperchenbrei wird mit isotonischer NaCl-Lésung gewaschen und mit | 


Wasser auf ein Volumen von 80 ccm gebracht, wodurch eine gegeniiber 
dem Ausgangsblut 5 fach verdiinnte Lésung entsteht. Héamoglobingehalt 
der Lésung [bestimmt nach Heilmeyer und Sundermann®), Pulfrich- 
Photometer, Hg-Licht] 2,24 g pro 100 ccm (Lésung I). Ein Teil der Lésung 
wird 2mal nacheinander mit je 10°/, Aluminiumhydroxyd (Riedel) ge 
schiittelt und durch Zentrifugieren vom Adsorptionsmittel befreit. Die resul- 
tierende katalasefreie Losung enthilt 0,64 ¢ Hb pro 100 cem (Lésung II). 

Mit jeder der beiden Lésungen wird eine Versuchsreihe angesetzt. 
Reihe 1: In 5 Reagenzgliser gibt man je 0,64 cem der Lésung I. und 
fiillt mit Wasser auf 3ccm auf. Jedes Reagenzglas enthilt dann 14,34 mg 
Hb in 3cem. Zu jedem Giiischen fiigt man 5°/, ige KCN-Lésung in abge- 
stufter Menge, und zwar 0,03, 0,05, 0,1, 0,3 und 0,5 cem. Weiter werden 
je 0,1 cem 3°, iges H,O, zugesetzt. Durch Zusatz von verdiinnter NaOH 
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wird auf gleiches Volumen gebracht. Reihe 2: In 5 Reagenzgliser gibt 
man je 2,24 cem der Lésung II und fiillt mit Wasser auf 3cem auf. Somit 
enthilt auch in dieser Reihe jedes Reagenzglas 14,34 mg Hb in 8cem. Alle 
ibrigen Zusitze erfolgen vollig entsprechend den Angaben bei Reihe 1. 
90 Minuten nach Zusatz des H,O, wird in jedes der Réhrchen etwas 
Na,$,O, gegeben und spektroskopiert. In Reihe 1 zeigt das Réhrchen mit 
dem geringsten KCN-Gehalt 3 Banden, von denen die erste im Rot liegt 
und sehr schwach ist, wihrend die beiden anderen bei 564 und 529 mu 
intensiv ausgebildet sind. Das Réhrchen der Reihe 1 mit dem héchsten 
(yanidzusatz zeigt einen sehr intensiven Streifen bei 618 mu und zwei 
sehr schwache Banden bei 565 und 583 mu. In den dazwischenliegenden 
Rihrchen nimmt die Intensitit des Streifens I stufenweise zu, wiihrend 
die Streifen II und III entsprechend schwiicher werden. In Reibhe 2 zeigt 
das Réhrehen mit dem geringsten KCN-Gehalt nur zwei sehr schwache 
Banden bei 561 bzw. 533 mu. Die beiden nichsten Roéhrchen verhalten 
sich ebenso, und erst im vierten Reagenzglas tritt eine zusitzliche Bande 
im Rot auf, wéhrend die beiden Streifen im Griin jetzt bei 565 und 
37 mu gemessen werden. Auch im Ansatz mit dem héchsten Cyanidgehalt 
ist der Streiten I noch schwach; er liegt bei 617 mu. 

Auch in entsprechenden Versuchen, in denen die Katalase nicht durch 
Adsorption entfernt, sondern durch Erhitzen inaktiviert wurde, zeigte sich, 
daB zu den katalatisch unwirksamen Blutlésungen mindestens ebensoviel 
KCN zugegeben werden mu8 wie zu den katalatisch wirksamen, damit nach 
H,0,-Zusatz Pseudohimoglobinbildung in gleichem Umfange erfolgt. Dies 
konnte man an der Farbe der Lésungen und am spektroskopischen Befund 
deutlich erkennen. 


6. Unersetzbarkeit des Cyanids. Wir haben untersucht, ob sich in 
katalasehaltigen und katalasefreien Blutlésungen Cyanid durch H,S, NH,OH 
oder NH,* NH, bei der Pseudohimoglobin- Darstellung ersetzen liBt. Schwefel- 
wasserstoff wurde in Form von H,S-Wasser, Hydroxylamin als Hydrochlorid, 
Hydrazin als Sulfat zur Anwendung gebracht. Hierbei wurden die Lésungen 
der beiden letztgenannten Substanzen durch entsprechenden Alkalizusatz 
lackmusneutral gemacht. — In Reihenversuchen mit abgestuften Mengen der 
Substanzen ergab H,O,-Zusatz niemals Griinfiirbung oder Auftreten der 
charakteristischen von den griinen Pseudohimoglobinen her bekannten Ab- 
sorptionsstreifen. 


7.Einwirkung von Cyanid und Hydroperoxyd auf COHb. Proto- 
koll-Nr. 30/232. In 100 cem einer Lésung von gewaschenen Pferdeblut- 
kirperchen (gegeniiber dem Ausgangsblut 1:5 verdiinnt) leitet man 1/, Stunde 
lang CO ein und gibt dann 80 cem 5°/, ige KCN-Lésung und 20 cem 3°/,iges 
H,O, zu. Im Gegensatz zu den Versuchen mit Oxyhimoglobin bleibt die 
Lisung zunidchst rot und zeigt (45 Minuten nach der H,O,-Zugabe) die beiden 
Streifen des COHb. Auch nach 24 stiindigem Stehen ist die Lésung noch 
violett-rot und zeigt zwei sehr schwache Streifen bei 572 und 537,5 mu 
(COHb). Durch Reduktion wird die Farbe der Lisung braunrot. Die Ab- 
sorptionsstreifen liegen nun bei 566,0 und 538,0 mu (Reihenfolge der Inten- 
sititen I, 11) und sind wesentlich intensiver als in der nicht reduzierten 
Lisung. Weder zeigt sich in solchen Versuchen Griinfiirbung noch spektro- 
skopisch ein Streifen im Rot. 
g* 
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eintritt. Die Loésung zeigt 3 Streifen: I. 633,8; II. 578,8; II. 543,0 mu, 
Durch Zusatz von 8 ccm 5°/,iger KCN-Lésung verschwinden die 3 Streifen 
und es tritt eine breite diffuse Bande von 587,1—523,5 mu auf, deren Maxi. 
mum etwa bei 540,5 liegt. Es werden nun 2 ccm 8°/, iges H,O, zugegeben, 
Die spektroskopische Priifung ergibt sofort und nach 45 Minuten, daB keine 
Anderung gegeniiber vorher eingetreten ist. Reduziert man die Lésung, 
so wird sie violettrot und zeigt zwei intensive Streifen: I. 568,6; II. 533.2. 
Die beiden Streifen sind nicht bestindig; der zweite verschwindet rasch 
und macht einer diffusen Bande Platz. Auch der Streifen I verliert an 
Schirfe und seine Mitte wandert nach 567,0 mu. Er hebt sich schlieSlich 
nur noch schwach aus einer breiten Bande ab, die derjenigen des CN-Methb. 
ihnelt. Erneute Na,S,0,-Zugabe bewirkt keine Anderung. Es zeigt sich 
zusitzlich eine sehr schwache Bande bei 619,2, die durch die Wirkung yon 
Na,S,O, entstanden sein mu8. Denn reduziert man Methb.-Lésungen mit 
Na,$,O0, (in Abwesenheit von KCN und H,0,), so zeigen sich zwar zuniichst 
nur 2 Streifen im Griin, die allmiblich in die diffuse Bande des Hb iiber- 
gehen, nach 2 stiindigem Stehen der reduzierten Lésung sieht man aber 
auBerdem einen deutlichen Streifen im Rot bei 620,7 mu. 


9. Hamoglobinabbau durch Thioglykolsdure und Sauerstoff. Proto- 
koll-Nr. 30,182. 30 ccm ungerinnbar gemachtes Pferdeblut (Liquoid ,,Roche*) 
werden zentrifugiert. Das Plasma wird abgetrennt, der Blutkérperchenbrei 
gewaschen und mit Wasser auf 90 ccm aufgefiillt. Dazu gibt man 100 ccm 
m/15-Phosphatpuffer py = 7,3, 5 ecem m/100-CuSO,-Lésung und 1,38 g Thio- 
glykolsiure. 
40 Minuten ist die Lésung braun-schwarz und zeigt schmutzig-griine Flocken. 


Die braunrote Lésung zeigt bei der spektroskopischen Beobachtung 8 Streifen 


zeigt sich I. 622,4; Il. 561,0; ILI. 529,6. Reihenfolge der Intensitiiten I], 
III, I. Versetzt man die zentrifugierte braunrote Lésung mit dem gleichen 
Volumen 2 n-H,SO, und kocht kurz auf, so scheiden sich Flocken ab. Beim 
Ausschiitteln mit Amylalkohol nimmt dieser eine Substanz mit blaugriiner 
Farbe auf, wihrend die wiBrige Phase rosa gefirbt bleibt. Durch kurzes 
Schiitteln mit Luft geht die blaugriine Farbe des amylalkoholischen Extraktes 
in violett itiber. Spektroskopisch zeigt die blaugriine Lésung 2 Streifen: 
I. 605,4; Il. 493,1. Reihenfolge der Intensitiiten II, I. Die violette Lisung 
zeigt nur noch den Streifen bei 493,1 mu. Durch Schiitteln mit wiibriger 
Na,S,O,-Lésung schligt die violette Farbe nach gelb um und kann durel 
Behandeln mit 0,3°/,igem H,O, oder durch Einleiten von Sauerstoff nicht 
wieder zur violetten Stufe reoxydiert werden. Versetzt man die gelbe Losung 
mit konzentrierter Schwefelsiiure, so firbt sie sich intensiv dunkelrot und 
zeigt dann einen unsymmetrischen Streifen im Griin, dessen Maximum (gege- 
iiber der Mitte rotwirts verschoben) bei 561,7 mu liegt. 


10. Hamoglobinabbau durch Hydrazin und Sauerstoff. Protokol! 
Nr. 30/240. 60 cem Pferdeblutkérperchenlésung (Verdiinnung gegen Aus 








8. Einwirkung von Cyanid und Hydroperoxyd auf Methb. Proto. 
koll-Nr. 30/244. 10 ccm einer Kaninchenblutliésung, 1:5 verdiinnt, werden mi; 
so viel K,{Fe(CN),] versetzt, daB véllige Umwandlung des O,Hb in Methb, 


Bei 38° leitet man Sauerstoff durch die Mischung. Nach | 
Man leitet noch weitere 30 Minuten Sauerstoff ein und zentrifugiert dann. | 


mit folgenden Mitten: I. 620,9; II. 571,4; III. 532,0. Die Reihenfolge der | 
Intensititen ist I, HI, Il. Nach Zusatz von NaOH, Pyridin und Na,S,0, | 
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gangsblut 1:4) werden mit 50 ccm 5°/,igem KCN und 0,5 g Hydrazinsulfat, 
velést in 5 cem n-NaQOH, versetzt und bei 40° unter Riithren mit Sauerstoff 
durchperlt. Der Ansatz nimmt rasch braun-rote Firbung an, die nach 
etwa 18 Minuten in braun-griin tibergeht. Erneute Zugabe von 1 g Hydrazin- 
sulfat (gelést in 10cem n-NaOH) und weitere Sauerstoff behandlung bewirkt 
keine weitere Farbinderung. Reduziert man die etwas getriibte Lésung, 
30 gibt die spektroskopische Betrachtung den im theoretischen Teil ge- 
schilderten Befund (S. 97). Die beiden Liésungen, deren Spektren dort 
vergleichsweise mit angefiihrt sind, wurden folgendermafen erhalten. Je 
seem der gleichen Blutkérperchenlésung, die im obigen Hydrazin-Ansatz 
Verwendung fand, wurden mit 4 ccm 5°/,igem KCN und 1 cem 3°/,igem 
bzw. 1eem 0,3°/,igem H,O, versetzt, 20 Minuten stehen gelassen und durch 
Na,$,0, reduziert. Die weitgehende Ubereinstimmung der untersuchten 
Spektren ist aus der erwihnten Zusammenstellung im theoretischen Teil 
ersichtlich. 

Zusammenfassung. 


1. Auf Grund der Eigenschaften des ,leicht abspaltbaren“ 
Bluteisens balten wir die Entstehung von Pseudohaimoglobinen 
als ersten Schritt der Bilirubinbildung im strémenden Blut fiir 
sichergestellt. Kine primaire Anderung an der Protein-Komponente 
vor der oxydativen Sprengung des Porphyrinringes findet hierbei 
nicht statt. 

2. Die Eigenschaften der in Gegenwart von Cyanid durch 
Hydroperoxyd aus Blutfarbstoff entstehenden griinen Abbauprodukte 
werden vor und nach Dialyse der Lésungen untersucht. Durch 
die Dialyse erfolgt eine Umwandlung, die sich spektroskopisch 
ind chemisch im Verhalten gegeniiber Kohlenoxyd erkennen 1laBt. 

3. Die Rolle des Cyanids bei diesem Blutfarbstoffabbau in 
vitro wird niher untersucht. Cyanid hemmt nicht nur die Kata- 


| lase, sondern dariiber hinaus ein peroxydatisches System (Ver- 


hinderung der Pentdyopentbildung) und schiitzt das Oxyhimo- 
slobin vor Ubergang in Methimoglobin. 

4. Die Entstehung bilirubinoider Farbstoffe bei der Kin- 
wirkung zahlreicher Reduktionsmittel auf Blutfarbstoff in Gegen- 
wart von Sauerstoff wird durch das hierbei nachgewiesene Auf- 
treten von Hydroperoxyd bedingt. In Versuchen mit Hydrazin 
wird diese naheliegende Annahme experimentell gestiitzt. 
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Uber die Spaltbarkeit von Tuberkelfett durch Lipasen”*). 
II. Mitteilung. 


Von 
Heinrich Kraut und Hermann Burger 
Mit 8 Figuren im Text. 


Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie Dortmund-Miinster. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Marz 1938.) 


Fiir die zahlreichen Diskussionen iiber einen Zusammenhang 
zwischen dem Verlauf tuberkuléser Erkrankungen und dem Lipase- 
gehalt des Serums fehlte es bisher an einer gesicherten Grund- 
lage. Es ist noch nicht bekannt, wieweit iiberhaupt eine Spaltung 
der Fetthiille von Tuberkelbazillen durch Lipasen méglich ist. 
Vor einigen Jahren haben wir daher begonnen, die Spaltbarkeit 
der acetonléslichen Fettfraktion des Tuberkelfetts durch Lipasen 
zu untersuchen. Wir fanden') dabei eine sehr langsame und 
unvollstandige Spaltung durch Extrakte aus menschlichen Lebern. 
Pferdeserum wies ein etwas gréBeres Spaltungsvermégen auf. 
Merkwiirdigerweise war aber die Spaltung anderer Substrate, 
nimlich von Methylbutyrat und von Tributyrin durch Serum- 
und Leberesterasen verschiedener Herkunft bei Gegenwart von 
Tuberkelfett gehemmt. Vermutlich besitzt danach das aceton- 
lisliche Tuberkelfett zwar eine normale Affinitit zu Serum- und 
Leberlipase, aber die Spaltungsgeschwindigkeit der Lipase- 
Tuberkelfettverbindung ist sehr klein. Um eine Vergleichung der 
spaltenden Wirkung verschiedener Lipasen durchzufihren, muBte 
ein Verfahren gefunden werden, das linger dauernde Versuche 
mit zahlreichen Zwischenbestimmungen gestattete. Es war weiter 
notwendig, daB sie zur Vermeidung von Stérungen mehrere Tage 
vollkommen steril gehalten werden konnten. Um _ wiederholte. 
Versuche mit Serum und Blut bei denselben Personen durch- 


*) Dem ReichstuberkuloseausschuB und der Medizinalabteilung des 
preuBisechen Innenministeriums danken wir fiir ihre Beitriige zu den Kosten 
der Untersuchung. 

) I, Mitt., Diese Z. 209, 49 (1982). 
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fihren zu kénnen, und um Tuberkelfett zu sparen, war ein JB die E 
méglichst geringer Materialverbrauch anzustreben. Bei ent. J Lipas 
sprechender Anwendung der manometrischen Methode der Messung J Alkoh 
von Fettspaltungen nach P. Rona und A. Lasnitzki) konnten JB panks 
wir diese Voraussetzungen erfiillen. | ett, 7 
Die Einwirkung von menschlichem Serum auf acetonlisliches die J 
Tuberkelfett ergab meist keine oder nur geringe Spaltungen, & Spalti 
namlich zwischen 0 und 20°/, in 2 Tagen. Nur 3 von 17 Seren & Lipas 
zeigten gréBere Wirksamkeit. Vergleicht man aber das Spaltungs. Kster: 
vermégen gegen Tuberkelfett mit demjenigen gegen Tributyrin, hole 
so zeigt sich nicht die geringste Ubereinstimmung. In allen Pank 
Seren fanden wir nur Schwankungen der Tributyrinspaltung, Albu 
entsprechend 1,1—2,6 B.E. pro Kubilsnutinater. Bei fast gleicher 
Zahl von B.E. bewirkte das Serum derselben Versuchsperson kein 
einmal 14°/,, beim nachsten Versuch dagegen nur 0,5 °/, Luberkel- HR zuwe' 
fettspaltung. Tube 
Im Gegensatz zum Menschenserum ibt Pferdeserum, wie cyten 
schon in unserer friiheren Untersuchung erkennbar, ein hoheres geset 
Spaltungsvermégen aus. In 3!/, Tagen wurde eine Spaltung von oder 
mehr als 80°/, beobachtet. Dabei besitzt das Pferdeserum un- weni! 
gefiihr denselben Gehalt an Butyraseeinheiten wie das Menschen- nent 
serum, nimlich 1,5—3.0 B.E. pro Kubikzentimeter. Irgendein Zu- seifu 
sammenhang zwischen dem Spaltungsvermégen fiir Tuberkelfett 
und fiir Tributyrin besteht also nicht, und es ist daher auch ham 
vergeblich, nach einem Zusammenhang zwischen dem Verlauf nich: 
einer tuberkulésen Erkrankung und dem _ ‘Tributyrinspaltungs- diese 
vermégen des Serums zu suchen. werd 
Wenn wir aber an Stelle von Serum das gesamte himoly- —_ 
sierte Blut auf das acetonlésliche Tuberkelfett einwirken liefen, Tabs 
so beobachteten wir regelmiBig einen betrichtlichen Siure- viva 
zuwachs. Inzwischen ist nun in der Untersuchung des aceton- ‘ails 
léslichen Tuberkelfetts ein bedeutender Fortschritt erzielt worden. dom 
R.J.Anderson und M.S.Newman?) fanden, daB die darin nach- 
gewiesenen Sauren’*) (Palmitin-, Stearin-, Tuberkuloutentin- und whe 
Phthionsiure) nicht mit Glycerin, sondern mit Trehalose ver- Tub 
estert sind. Ks war daher zu erwarten, daB ein bevorzugt aut Wir 
') Biochem. Z. 152, 504 (1924). o 


*) The chemistry of the lipids of tubercle bacilli XXXII, isolation of 
trehalose from the acetone-soluble fat of the human tubercle bazillus. 
J. of Biol. Chem. 101, 499 (1933). 

*) Vel. Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 247, 135 (1937). 
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‘die Ester mehrwertiger Alkohole eingestelltes Ferment, also eine 


Lipase im speziellen Sinne, auch die Ester des mehrwertigen 
Alkohols Trehalose rascher spalten wiirde. ‘Tatsichlich bewirkt 


| Pankreaslipase normale Spaltungen von acetonléslichem Tuberkel- 
fet, z. B. zwischen 30 und 40°/, in 2 Tagen. Es besteht daher 


die Méglichkeit, daB bei Anwendung des Gesamtblutes eine 


| Spaltung durch die in den weiBen Blutkérperchen enthaltene 


Lipase eintritt, die im Gegensatz zu der im Serum vorkommenden 
Ksterase ebenfalls eine bevorzugt auf Ester mehrwertiger Alko- 
hole eingestellte Lipase ist'). Sie entspricht auch darin der 
Pankreaslipase, daB sie im Gegensatz zu Leberesterase durch 
Albumin und Calciumoleat aktiviert wird?). 

Die in dieser Richtung ausgefiihrte Untersuchung hat noch 
kein eindeutiges Resultat ergeben. Es gelang uns zwar, nach. 


F zuweisen, daB der beim Vermischen von Gesamtblut und 


Tuberkelfett auftretende Saiurezuwachs lediglich von den Leuko- 
cyten verursacht wird. Er ist sowohl von der Menge des zu- 
gesetzten Tuberkelfetts, wie von der des haimolysierten Blutes 
oder der weiBen Blutkérperchen abhangig; bei Anwendung von 
wenig Tuberkelfett und einem Uberschu8 der anderen Kompo- 
nente geht der Saurezuwachs aber weit iiber die aus der Ver- 
seifungszahl des Tuberkelfetts zu errechnenden Betrige hinaus. 

Das Tuberkelfett ruft also beim Zusammentreffen mit 
himolysiertem Blut eine Séurebildung hervor, deren Ursache 
nicht nur die Hydrolyse des Tuberkelfetts sein kann. Solange 
dieser siurebildende ProzeB nicht aufgeklart oder ausgeschaltet 
werden kann, l4Bt es sich nicht entscheiden, ob iiberhaupt und 
in welchem Umfang das Blut eine Spaltung des acetonléslichen 
Tuberkelfetts hervorruft. Um diese Entscheidung herbeizufiihren, 
versuchen wir, die Lipase aus den weifen Blutkérperchen zu 
isolieren, um sie ohne stérende Begleitstoffe auf das Tuberkelfett 
einwirken zu lassen. 

Soviel 14Bt sich aber aus unserer vorliegenden Untersuchung 
schon entnehmen, daB ein Zusammenhang zwischen Lipase und 
Tuberkulose nur noch durch das von uns begonnene Studium der 
Wirkung der Leukocytenlipase aufgedeckt werden kann. Der fiir 
die Spaltung von Methylbutyrat und Tributyrin mengenmibig 
stark iiberwiegende Gehalt des Blutes und des Serums an den 


') W. Fleischmann, Biochem. Z. 200, 25 (1928). 
*) C. Cattaneo u. G. Scoz, Klin. Wschr. 15, 1912 (1936). 
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anderen Lipasen spielt dafiir keine, oder nur eine ganz unter. 
geordnete Rolle. Auch eine vor kurzem verdffentlichte Unter. 
suchung iiber die lipolytischen Blutfermente Tuberkuléser komm: 
zu dem Ergebnis’), da8 der Gehalt des Gesamtblutes an Butyrase- 
einheiten ebensowenig, wie der des Serums, in einem Zusammep- 
hang mit der Schwere der tuberkulésen Erkrankung steht. Die 
Ksteraseeinheiten waren bei beginnenden und leichten Fiillen 
gegeniiber der Norm etwas erhoht. 

Die Beobachtungen iiber die Auflésung der Tuberkelbazillen®, 
die mit der Beseitigung der Fetthiille beginnt, hatten die Suche 
nach dem Zusammenhang zwischen Lipase und Tuberkulose sehr 
angeregt. Die Feststellung, da8 an der Beseitigung der Wachs- 
hiille vor allem die lipasereichen Lymphocyten beteiligt sind, 
verdient auf Grund unserer Ergebnisse von neuem_ besondere 
Beachtung. 


Die manometrische Bestimmung der Tuberkelfettspaltung. 


Die von P. Rona und A. Lasnitzki (a. a.0O.) im Anschlu8 an 
O. Warburgs Glykolysemessungen ausgearbeitete manometrische Methode 
der Messung von Fettspaltungen durch Bestimmung der von den ge- 
bildeten Fettsiiuren aus Bicarbonat ausgetriebenen Koblensdure ist vielfach 
mit Erfolg verwendet worden. Bei der Anwendung auf die Tuberkelfett- 
spaltung waren aber zwei besondere Schwierigkeiten zu _ iiberwinden. 
Wegen der Langsamkeit der Spaltung muften die Versuche iiber mebrere 
Tage ausgedehnt werden’). Es schien fraglich, ob iiber so lange Zeit der 
Gang der Manometer und die Temperaturkonstanz des Thermostaten in 
den erforderlichen Grenzen iibereinstimmend gehalten werden konnten. 
Weiter muBten alle Lésungen steril gehalten werden, so daB keine stérende 
Siurebildung durch Bakterien wiihrend der ganzen Versuchsdauer eintrat. 

Die Herstellung der sterilen Emulsionen des acetonléslichen Tuberkel- 
fetts erfolgte nach dem auf §. 51 und 52 unserer I. Mitteilung beschriebenen 
Verfahren. Sie enthielten stets in 1 cem 5 mg Tuberkelfett. Die Trége der 
Manometer wurden bei 160—180° 2 Stunden trocken sterilisiert, und das 
Bicarbonat in sterilem Wasser gelést. Das Blut wurde steril entnommen 
und, wenn n6étig, in sterilen Glisern zentrifugiert, dann mit steriler Pipette 
in die Trége eingefillt. Kohlensiure und Fischergas (95°/, Stickstoff, 
5°/, Kohlensiiure) wurden durch sterile Wattefilter eingeleitet. Am Schlui 


1) A. van Oordt, Dtsch. med. Wschr. 1936, S. 2047. 

*) Vgl. S. Bergel, Fermentativer Abbau der Tuberkelbazillen. Z. Tbk. 
22, 343 (1914); ferner die Untersuchungen von A. Maximow, Klin. Wsebr. 
4, 1486 (1925); A. D. Timofejewsky u. S.W. Benewolenskaja, Arch. 
exper. Zellforsch. 2, 31 (1926) iiber das Verhalten von Lymphocyten in Ge- 
webskulturen gegen Tuberkelbazillen. 

3) R. Rordorf, der ebenfalls die manometrische Methode zur Be- 
stimmung der Spaltung von acetonléslichem Tuberkelfett verwendete [Arch. 
Sci. biol. (It.) 20, 469 (1934)], dehnte seine Versuche nur iiber 3 Stunden aus. 
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eines jeden Versuchs wurde eine Probe auf einen Objekttriiger gebracht 
und mit Methylenblau angefiirbt. Wenn im Mikroskop Bakterien zu er- 
kennen waren, wurde der Versuch verworfen. Bei der langen Dauer der 
Versuche und den giinstigen Wachstumsbedingungen war in allen nicht 
sterilen Ansitzen das Bakterienwachstum so massenhaft, da8 ein Zweifel 
iiber die Ausscheidung solcher Versuche nicht méglich war. Mehr als 99°/, 
aller Versuche waren steril. 

Die Sattigung der Emulsionen und des Blutes mit Kohlensiiure aus 
dem 5°/,igen Fischergas beanspruchte sehr viel Zeit. Wir leiteten daher 
durch die Tuberkelfettemulsionen und durch die Enzymlésungen getrennt 
einige Minuten einen raschen Strom von Kohlensiure. Dann konnte nach 
dem Vermischen das Gleichgewicht mit dem Fischergas durch Dariiber- 
leiten rasch erreicht werden. Zum Ausgleich von Temperatur und Druck 
wurde vor der ersten Ablesung '/, Stunde geschiittelt. Um zu kontrollieren, 
o) die zugesetzte Bicarbonatlésung in geniigendem Uberschu8 vorhanden 
war, priften wir am SchluB aller Versuche das py, mit dem Folien- 
colorimeter nach Wulff und fanden stets ein p,; von mindestens 7,9. 

Da die GréBe der Trége sehr ihnlich war (33,65 + 0,85 ccm), diffe- 
rierten die GefiSbkonstanten so wenig, daf bei der GréBe der anderen 
Fehler auf die Gefi8korrektur verzichtet werden konnte. Die Spaltung 
lieB sich daher direkt in Zentimeter Druck der Brodie-Lésung ausdriicken. 
Der 100°/,igen Spaltung von 1 mg Tuberkelfett entsprach eine Druck- 
zunahme von 13,3 mm. Die Mehrzahl der Versuche wurde mit 3 ccm 
Emulsion = 15 mg Tuberkelfett ausgefiihrt. Der Druckzuwachs bei 100°, 
Spaltung war danach 20 cm. 

Die Spaltung verlief in allen Versuchen so langsam, da es nicht 
notwendig war, die Enzymlésung nach vdélligem Ausgleich von Druck 
und Temperatur aus einer seitlichen Ampulle des geschlossenen Troges zu 
der Emulsion zuflieBen zu lassen. Vielmehr konnte die Spaltung der 
ersten halben Stunde ohne merklichen Fehler vernachlissigt werden. Die 
Dauer schwankte zwischen 3 und 7 Tagen, die meisten Versuche liefen 
5 Tage. Es war daher notwendig, die Temperatur méglichst konstant zu 
halten. Der Thermostat stand in einem wenig beniitzten Nordzimmer und 
war durch einen dicken Mantel von Kieselgur isoliert. Die Heizung lag 
in einer tiber den ganzen Boden sich erstreckenden Réhre. Durch eine 
sehr kraftige Riihrung wurde dafiir gesorgt, daB alle 18 Trége (in 2 Reihen) 
gleichmaBig temperiert waren, was bei der langen Dauer einer Ablesungs- 
serie sehr notwendig war. Diese VorsichtsmaBregeln waren besonders 
deshalb erforderlich, weil die Wirkung des spaltenden Enzyms aus der 
Differenz von drei Werten errechnet werden mu8te. Die Spaltung des 
Tuberkelfetts durch die Bicarbonatlésung und die manchmal recht er- 
hebliche Saurebildung in den Serum- oder Blutlésungen muBte von der 
in der Mischung von Tuberkelfett, Enzym- und Bicarbonatlésung beob- 
achteten Sdurebildung abgezogen werden, um die enzymatische Zerlegung 
des Tuberkelfetts zu erhalten. Alle Ansiitze [a) Bicarbonatlésung + Wasser, 
b) Tuberkelfett + Bicarbonatlésung, c) Enzym + Bicarbonatlésung, d) Tuberkel- 
fett + Enzym + Bicarbonatlésung; Gesamtvolumen jedes Ansatzes: 10 ccm] 
wurden daher doppelt ausgefihrt, und das Mittel errechnet. Die Spaltung des 
Tuberkelfetts durch die Bicarbonatlésung war allerdings gering, so daB sie bei 
grofen Ausschligen der Enzymwirkung hitte vernachlissigt werden kénnen. 
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Gelegentlich fielen einzelne Trége ganz aus der Reihe der andere 
heraus, wahrscheinlich, weil sich die Schliffe bei dem tagelangen Schiittely 
etwas gelockert hatten. Dies verriet sich durch zickzackartigen Verlauf 
der betreffenden Kurven. Die Messungen an derartigen Trégen wurdey 
verworfen. Die Fehler waren stets so deutlich, daB ein Zweifel iiber die 
Notwendigkeit der Ausschaltung solcher Trége niemals bestand. 

Wihrend der Versuche traten, besonders im Sommer, oft sehr starke 
Schwankungen des Thermobarometers auf. Wenn der Luftdruck stark 
anstieg, konnte es vorkommen, da8 bei Einstellung auf die iibliche Marke 19 
im geschlossenen Schenkel des Manometers der Meniskus im offenen 
Schenkel unter die 0-Marke absank. Um solche Versuche doch noch ver. 
wenden zu kénnen, wurde jede Ablesung sowohl bei Einstellung auf 
Marke 10, wie auf Marke 15 im geschlossenen Schenkel gemacht. Die Ab- 
lesungen erfolgten meistens 3mal tiglich. 

Um die Brauchbarkeit der Methode und der Anordnungen zu priifen, 
wurden 2 Versuche ausgefiihrt. Fig. 1 zeigt die Spaltung von Methyl. 
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Spaltung von Methylbutyrat durch Leberesterase. 
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butyrat durch Leberesterase in */, Stunden. 3 Ansitze mit verschiedenen 
Enzymmengen wurden durchgefiihrt. Die Spaltungsgeschwindigkeit erwies 
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Tristearinspaltung durch Oxalatblut. 


Fig. 2. 


sich proportional den Enzymmengen und der Zeit. Diese kurzdauernden 
Messungen waren also einwandfrei. Um auch eine tiber mehrere Tage 
sich erstreckende Kontrolle auszufiihren, untersuchten wir die Spaltung 
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yon Tristearin durch himolysiertes Blut. Die Stearinemulsion wurde 
genau ebenso wie die Tuberkelfettemulsion hergestellt (5 mg Tristearin 
in 1eccm). Versuch a) ist mit 0,75 cem, b) mit 1,5 cem Stearinemulsion 
gusgeftihrt. Dazu wurden je 3cem 1:1 verdiinntes Oxalatblut gegeben. 
In beiden Fallen wurde eine Spaltung von 30 °/, erreicht. Die Kurven 
Fig. 2) zeigen zwar deutlich die Unsicherheit der einzelnen Werte, lassen 
aber doch den allgemeinen Verlauf der Spaltung mit noch ausreichender 
Sicherheit erkennen. Bemerkenswert ist, daB beide Ansiitze schlieBlich 
denselben Spaltungsgrad erreichen. 


Die Spaltung von acetonloslichem Tuberkelfett durch Serum. 


In Fig. 3 sind zwei Spaltungsversuche mit Pferdeserum wieder- 
gegeben. In Kurve a wurde auf 2,5 ccm Tuberkelfettemulsion 1 ccm 
Pferdeserum verwendet, in Kurve b 2 ccm Pferdeserum. Die 
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Tuberkelfettspaltung durch Pferdeserum. 
Fig. 3. 


Spaltung ist entsprechend den Erfahrungen unserer friiheren 
Mittellung sehr energisch. Mit der gréBeren Menge wird in 
3, Tagen schon eine Spaltung von 80°/, erreicht. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daB in dem verwendeten Serum ein erheblicher 
Bruchteil von weiBen Blutkérperchen erhalten war. Man miiBte 
dann nicht nur die Spaltung zum Teil der Gegenwart der Leuko- 
cyten zuschreiben, sondern auch noch mit der im letzten Abschnitt 
eingehend beschriebenen vermehrten Siurebildung rechnen. 

So ist es auch bei den in Fig. 4 abgebildeten Versuchen mit 
Menschenserum zweifelhaft, ob nicht der Zerfall von Leukocyten 
fir die gréBeren Spaltungsbetrige verantwortlich zu machen ist. 
Dieser Verdacht besteht insbesondere bei dem Serum Nr. 12, 
das eine Spaltung von iiber 80°/, bewirkte. Es war als einziges 
der verwendeten Seren auffallend trib. 
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3 Seren von Tuberkulésen?) (14, 15,16) wiesen keine bzw. fas 
keine Spaltung des Tuberkelfetts auf. Aber auch die meisten Sere 
von Gesunden*) besafen kein oder fast kein Spaltungsvermégen, 
so Nr. 1, 3, 4, 5, 7, 8, 11 und 13. Auffallend ist, daB das Spaltung.. 
vermoégen fir Tuberkelfett bei 2 von den 8 Versuchen mit wieder. 
holter ‘Blutentnahme, nimlich bei Nr. 2 und 3, Nr. 5 und 6 grofe 
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Tuberkelfettspaltung durch Menschenserum. 
Fig. 4. 


Unterschiede zeigte, wihrend das Serum der Proben 9 und 10 
beidemal hohe Spaltungen ergab. 


Die Versuche iiber die Spaltung von Tuberkelfett gewinnen | 


eine besondere Bedeutung durch den Vergleich mit dem meist 
gleichzeitig bestimmten Spaltungsvermégen fiir Tributyrin (vgl. 


Tab. 1). Dieses zeigt im Gegensatz zu der Tuberkelfettspaltung | 


auffallend geringe Schwankungen. Der Durchschnitt von 11 Be- 


stimmungen ergab 1,9 B.E. pro Kubikzentimeter Serum. Der | 


héchste Wert war 2,6, der niedrigste 1,1 B.E. Von Tuberkulésen 
liegen zwei Bestimmungen der Butyraseeinheiten vor. Die eine 
lieferte 2,6 B.E., die andere 1,9 B.E. pro Kubikzentimeter, also 


den Durchschnittswert. Dabei ist iibereinstimmend eine Spaltung | 


von nur 3°/, des Tuberkelfettes vorhanden. Auch bei den Ge- 
sunden ist keinerlei Ubereinstimmung zwischen Tributyrin- und 
Tuberkelfettspaltung zu erkennen. Dem niedrigsten Wert fiir die 
Tributyrinspaltung (Nr. 1) entspricht eine Tuberkelfettspaltung von 
4°/,, dem mittleren Wert von Nr.5 fiir Tributyrin gar keine Tuberkel- 
fettspaltung. Die Tributyrinspaltung der Seren Nr. 2 und 3, die 





1) Die Seren der Tuberkulésen stammen von 3 Patienten der Dort- 
munder Stidtischen Krankenanstalten, die wegen Lungentuberkulose in 
Behandlung waren. 

*) Als Gesunde sind ohne nihere Untersuchung Personen verwendet 
worden, denen von einer tuberkulésen Erkrankung nichts bekannt war. 
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fast MM yon derselben Versuchsperson stammten, war sehr ahnlich (2,1 und 
ren Me 2,5 B.E./com), die Tuberkelfettspaltung dagegen war in Nr. 3 fast 
ven, Mm Null, in Nr. 2 12°/,. Unsere Untersuchung liefert also keinen 
igs. ME Anhaltspunkt dafiir, daB® man die Bestimmung der Butyrase- 
ler. MM cinheiten des Serums fiir die Prognose tuberkuléser Erkrankungen 
oBe MM verwenden kann, soweit nicht in dem Absinken der Butyrase- 

einheiten schon das allgemeine Versagen des Stoffwechsels zum 

Ausdruck kommt. 

Tabelle 1. 


Vergleich von Tributyrin- und Tuberkelfettspaltung im Serum. 























y B.E. °/, Th.fettspaltung *) 
Nr. Serum in 1 eem ‘nach ‘F anen 
1 H. B. 1,1 4 
2 O.C. ¢ 2,1 12 
3 O.C. fo 2,5 0,6 
4 I. G. 2 1,9 2 
5 H. K. 6 1,8 0 
6 H. K. 6 — 21 
T x § 1,6 0 
0 8 G. K. 3 1,3 0 
9 R.N. 6 2,0 32 
10 R.N. ¢t ca 35 
n 11 M. P. 2 1,9 0 
st 12 L. R. 9 -— 83 
] 13 A.S. 3 — 0 friiher The. 
14 M. T. 2 1,9 3 
g 15 H.P. # 2,6 | The. 
16 L. R. 2 — 0 


*) Mit 1 cem Serum auf 15 mg Tuberkelfett. Nur bei Nr. 6, 10, 11 
und 12 wurden 1,5 ccm Serum zugesetzt. 


Die Spaltung von acetonldéslichem Tuberkelfett durch Pankreaslipase. 


Zu den Spaltungsversuchen wurden 2 Glycerinextrakte ver- 

@ vendet, die aus mit Aceton und Ather getrockneten Schweine- 
| @ pankreasdriisen nach R. Willstitter und E. Waldschmidt- 
_ B@ Leitz} dargestellt waren. 1 ccm des ersten Extraktes enthielt 
@ 00 B.E., 1 cem des zweiten Extraktes enthielt 1250 B.E. und 
1,2 K.E. Zum Vergleich fihrten wir einen Versuch mit Leber- 
esterase aus. Sie war aus ebenfalls mit Aceton und Ather ge- 
trockneter Schweineleber dargestellt und durch Voradsorption mit 
Bleiphosphat?) etwas gereinigt. 1ccm enthielt 0,36 K.E. und 


) Diese Z. 126, 182 (1923). 
*) H. Kraut u. W.v. Pantschenko-Jurewicz, Biochem. Z. 2%, 
114 (1985). 
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2,2 B.E. SchlieBlich wurde noch ein Priparat aus Wachsmotter. & 
raupen verwendet, das durch Extraktion eines mit Aceton und 
Ather hergestellten Trockenpriiparates mit der 10 fachen Menge 
Glycerin—Wasser (1:1) gewonnen war!) Es enthielt ungefihr 
3 B.E. und 0,1 E.E. in 1 ccm. 

Fig. 5 gibt den Verlauf der Spaltung mit allen 4 Priparaten 
wieder. Kurve a zeigt in 3 Tagen mit 0,5 com des Pankreas. 
extraktes 1 auf 3 ccm Tuberkelfettemulsion eine Spaltung von 


Ver; 
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a und 6 durch Pankreas, c durch Leber, d durch Wachsmottenextrakt. 

Fig. 5. seie 
29°/,, Kurve b in 2 Tagen mit 0,1 com des Priaparates 2 sogar J 1 ‘ 
annihernd 40°/,. Das Tuberkelfett wird also von Pankreaslipase Ans 
hydrolysiert. Tut 

Um festzustellen, ob wirklich die speziell auf Ester mehr. J ™! 
wertiger Alkohole eingestellte Lipase des Pankreas fiir die Spaltung kr 
verantwortlich zu machen ist, verglichen wir hiermit die Wirkung J ‘tt 
von Leber- und Wachsmottenlipase. 8 ccm des Schweineleber- J 
praparates (Kurve c) gaben in 3 Tagen 13°/, Spaltung, 1 ccm des 
Wachsmottenextraktes (Kurve d) 3°/,. Beide sind also viel weniger 
wirksam. Die Tab. 2 zeigt, daB fiir die Spaltung nicht die 
Ksteraseeinheiten (Methylbutyratspaltung), sondern eher noch die wir 
Butyraseeinheiten (Tributyrinspaltung) maBgebend sind. mit 

In seinen ,Studien iiber die fettspaltende Eigenschaft der elm 
Leber normaler und tuberkuléser Schweine“ findet M. Ghiron?, JB >): 
da$ normale Leberextrakte keine Spaltung von Triolein und Mis 
Tuberkelfett. bewirken, daB aber durch die Infektion mit Tuber- nw 
kulose bei gleichzeitiger guter Ernaihrung ein Ferment in der — ‘e! 
Leber gebildet wird, das eine starke Hydrolyse des acetonléslichen ent 


iceicmens PM 
’) H. Kraut, H. Burger u. W. vy. Pantschenko-Jurewicz, Biochem. | 
Z. 269, 205 (1934). 
*) Fermentforsch. 14, 182 (1934). 
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Tabelle 2. 
Vergleich der Tuberkelfettspaltung durch Pankreas-, Leber- 
und Wachsmottenlipase. 





aan = — pearance _ 








Angewandte Spaltung 

E.E. B.E. in "/ 
|. Pankreaspriiparat .... . a 250 29 
2, ‘ Se = 0,1 125 39 
Leberpraiparat........ 0,1 6,5 13 
Wachsmottenpriiparat . 0,1 3,0 3 


Tuberkelfetts ausiibt und sich auch gegeniiber Triolein wie Pan- 
kreaslipase verhalt. In unseren Versuchen, die nur mit Leber- 
extrakten von nicht tuberkulésen Menschen?) und Schweinen an- 
vestellt wurden, war die Spaltung des acetonlislichen Tuberkel- 
fetts zwar gering, aber immerhin deutlich. Verglichen mit Pankreas- 
lipase waren diese Leberextrakte jedoch wesentlich weniger ge- 
eignet zur Hydrolyse des Tuberkelfetts. 

D. Kan6éez?) beobachtete, daB Extrakte aus Lunge imstande 
seien, lebende Tuberkelbazillen ihrer Fetthiille zu entkleiden und 
in die granulierte Form iiberzufiihren. R. Rordorf%) stellte im 
AnschluB hieran Versuche iiber die Spaltung des acetonléslichen 
Tuberkelfetts mit Extrakten aus den Lungen von gesunden und 
mit Tuberkulose infizierten Kaninchen und Meerschweinchen an. 
Er konnte innerhalb von 3 Stunden keine Spaltung des Tuberkel- 
fetts beobachten, obwohl seine Extrakte starke Tributyrinspaltung 
wid deutlche Trioleinspaltung zeigten. 


Die Spaltung von acetonloslichem Tuberkelfett durch Blut. 


Um die Spaltung durch Gesamtblut zu messen, versetzten 
vu das steril entnommene Blut zur Verhinderung der Gerinnung 
mit etwas Ammoniumoxalat und himolysierten durch Zusatz der 
einfachen oder doppelten Menge Wasser. Statt der erwarteten 
Spaltung fanden wir aber anfangs in den tuberkelfetthaltigen 
Mischungen einen sehr viel kleineren Siurezuwachs als in den 
uu mit Bicarbonatlésung verdiinnten Blutproben. Die in dem 
verliinnten Blut auftretende Saiure konnte die durch Glykolyse 
entstehende Milchsiiture sein. Demnach wurde die postmortale 
Michsiurebildung des Blutes durch die Gegenwart von Tuberkel- 


') Vgl. unsere I. Mitt. 
*) Z. Tbk. usw. 63, 113 (1931). 5) Arch. Sci. biol. (It.) 20, 469 (1934). 
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fett gehemmt. Um dies zu beweisen, bestimmten wir in eine 
sonderen Versuchsreihe nicht den gesamten Saiurezuwachs, son der 
die Milchsaure allein nach Fiirth und Charnass!) und fade 
unsere Vermutung bestitigt. 

Mischten wir 1 ccm 1:2 verdiinnten Blutes '/, Stunde nach der [:y; 
nahme mit 7cem m/5-Bicarbonatlésung und 2 cem Wasser, so waren sofoy; 
nach dem Vermischen 0,534 mg Milchsiiure in der Mischung enthultey 
Nach 23 stiindigem Stehen bei 30° fanden wir darin 1,084 mg Milechs:iure 
Mischten wir aber mit 7 cem m/5-Bicarbonat und 2 eem unserer Tuberke! 
fettemulsion, so waren 









































nach 23 Stunden... . . 0,611 mg Milchsiiure 
i - ee. » OF me ‘ ” 
» «5 9 ~ « « - - 1,027 mg ” ai 


vorhanden. Es tritt also eine sehr starke Verzégerung der postmortalen 
Milchsiiurebildung dureh das Tuberkelfett ein. Um diesen Faktor ay: po cc 
unseren Versuchen auszuschalten, wurde gepriift, wann die postmortale coe 
Milchsiiurebildung beendet ist. 


Der Milchsiiurezuwachs verliuft folgendermaben: In 1 cem 1:2 ye cen 
diinnten Blutes befanden sich ecm 
nach '/, Stunde... . . 0,534 mg Milchsiure ‘asian 
2Stunden... . 1,009 mg ‘s ween 
f CCM 

4 + ~«'. » + ae » 
F CCH 

Sr y 

» = - _e es » Te > 2 com 
Die Milchséiurebildung war also nach 4 Stunden beendet.  Setztev Senses 


wir schon nach 2 Stunden die Tuberkelfettemulsion zu, dann waren nach 
25 Stunden erst 1,047 mg Milchsiiure gebildet. Erfolgte die Vermischung 
nach 4 Stunden, so fanden wir 25 Stunden spiiter 1,093 mg Milchsiiure. js 
Wir lieBen daher die Blutproben nach der Hiimolyse mindestens 4 Stunde: 98 ac 
bei 30° stehen. Trotzdem kam es vor, dab die Milchsiurebildung bei Ver- 
suchsbeginn noch nicht abgeklungen war; denn es wurde bei manchen Ve 
suchen innerhalb der ersten 24 Stunden eine stiirkere Siurebildung in dei The 
nur mit Oxalatblut versetzten Proben gefunden als in den Spaltungs 

ansiitzen selbst. In solehen Fiillen haben wir denjenigen Punkt, an den 

die Siiurebildung in den Proben mit und ohne Tuberkelfett gleich stari 1.4 
wurde, als Nullpunkt der Spaltungskurve betrachtet, den negativen A: Age 





fangsteil also nicht beriicksichtigt. Daneben scheint aber auch ein Nr. 

fiingliche Hemmung der Siurebildung aus Tuberkelfett vorzukommen, (i 

im Laute des ersten Tages itiberwunden wird. lvsic 
Tab. 3 enthalt simtliche Versuche mit hiimolysiertem [lut. WB dey 

und zwar wird jeweils die héchste in 5 Tagen gemessene Niitire- lei 

bildung in Zentimetern Uberdruck der Brodielésung verzeiclict. MW 

und daneben noch der Prozentsatz an ‘Tuberkelfettspaltung, 

erreicht wire, wenn die gesamte Siurebildung durch diese Spaltun: or 


bewirkt wiirde. i] 


) In der von E. Lehnartz beschriebenen Ausfithrungsform, vg! 
1 (1928). 
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Tabelle 3. 


Tuberkelfettspaltung durch Blut. 





























—_ 
= wie ~ o aes 
oS a S IE i2ee 
= = = * 2 ie 2 # Sh $< 4 
Wi Se & >| Versuchs- 
Ansatz or le? [Heel as 
3 ri “ale ~ _|c 2..] person 
PR > 
soon Tb.fettemuls. + 3cem Oxalatblut (1:1) | 22,2]111 | 9 |R.N.¢ 
een i + 3eem ‘5 (1:1) 716,2] 81] 2 12 | L.R. Q 
5 cCD es + 3eem “ (1:1) }14,6) 73] 3 5 | HK. ZF 
H 3 cen ‘ + 3cem ‘i (1:1) | 84] 82] 4 H.K. 
3 ccm ¥ + 3 eem . (1:2) ]14,6] 73] S57 38 I. G. 2 
e( + 3cem és (1:2) }13.0] 65] 6 | G+. B. 2 
cH + 3 cem ‘ (1:2) 118,61) 60] 7] 2 I. G. 

Ql + 1,5 cem 7 (L:1) 18,0] 62] 8 15 | H.P. g#**) 
ecn + 1,5 ccm ‘i (1:1) 12,0] 60] 9 H.K. # 
car + 1,5 cem i (1:1) [10,4] 49] 10 14 | M.T. 9**) 
cen + 1,5 cem mn (1:1) |] 6,6] 33] 11 i6 | L. R. Q**) 
ecm + 1.5 cem i (1:1) 6,4] 32] 12 l H. B. 3 

cm + 1,5 eem ‘ (l:1) | 4,6] 23] 138 6 [THK 
com + 1,5 cem ¥ (1:2) ]13,0] 65] 14 7. B. 
ccm , + 1,5 eem . (1:2) | 10,4] 52] 15 GG. B. 2 

n + 3 eem - (1:2) | 14,7] 130 4 i.G. 2 
79 com + 3¢em ‘5 (1:2) | 9,9]174 d I. G. 9 
75 cem + 3 cem . (1:2) 1 10,3 | 207 6 LG. g 
1 cem nN + 3 c¢em - (1:4) 110,8] 216 7 I.G. 2 
M38 com - + 3 eem " (1:2) | 9,21370 8 I. G. 


bei 100 °/) Spaltung ergeben 3 cem Tuberkelfettemulsion etwa 20em Druck Brodie. 


Alle Versuche, bei denen auf 15 mg Tuberkelfett 3 ccm des 
|: 1 verdiinnten Oxalatblutes oder weniger verwendet wurden 
\r. 1—15 der Tab. 3), ergaben normal erscheinende Spaltungen 
Avischen 20 und 80°/,, mit Ausnahme von Nr. 1. Das himo- 
vsierte Blut der drei Tuberkulésen (Nr. 8, 10, 11 der Tab. 3), 
deren Seren keine Spaltung von Tuberkelfett bewirkten, lieferte 
icnselben Siiurezuwachs wie die Blutproben der gesunden Ver- 
sucispersonen (vgl. letzte Spalte der Tab. 3). Die Fig. 6 ver- 

inet den Spaltungsverlauf. Es ist zu erkennen, dab den 
sroberen Blutmengen im allgemeinen auch eine raschere Siiure- 

ung entspricht. Nur die beiden Kurven 14 und J/5, die mit 
biut derselben Versuchsperson angesetzt sind, fallen aus der Reihe 
us. Je weiter man aber in dem Verhiltnis Tuberkelfett : Blut 
Q* 
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heruntergeht, desto mehr nimmt die auf 1 mg Tuberkelfett o1. §& 
fallende Saiurebildung zu. Sie erreicht schon bei 7,5 mg Tuberke|. JR 8! 
fett (1,5 com Emulsion) auf 3 ccm himolysiertes Blut (Nr. 20 dey JB le! 
Tab. 3) mehr als 100°/, der aus der Esterzahl zu errechnenden & wird, 
Menge. Das Maximum an Siurebildung, niimlich 370°/, der in 
Tuberkelfett enthaltenen Fettsiuren, wurde bei Anwendung yoy 





eT T T ee T } 
} 


0 ppallung 
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> Zeit in Stunder am 
Tuberkelfettspaltung dureh Blut. 3 ccm Tb.fett-Emulsion, verschiedene Mengen | 


Fig. 6. 


nur 1,5 mg Tuberkelfett auf 3 ccm himolysiertes Blut (Nr. 16 de 
Tab. 3) gefunden. In Fig. 7 sind alle Spaltungsansiitze verzeichnet. 
die mit 3 ccm himolysiertem Blut (1:2 verdiinnt) und abnehmen- 
den Mengen Tuberkelfett angestellt wurden, und zwar ist «(i 
Spaltung in Prozent der aus der Esterzahl berechneten Siiure- Be 
menge des Tuberkelfettes ausgedriickt. : 
Ks findet also auBer der Freilegung von Fettsiiuren n: 
ein zweiter séurebildender ProzeB statt, der um so mehr in [r- 
scheinung tritt, je gréBer die auf das ‘'uberkelfett tretiend 
Menge blut ist. Diese Saiurebildung kann aus dem Blut stamnie : 
dann ist ihre Abhingigkeit von dem Verhiltnis Tuberkelfett:!) 1 & 


i 
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ohne welteres verstiindlich. Welchen siiurebildenden ProzeB soll 
allerdings das Tuberkelfett im haimolysierten Blut auslésen, nach- 
Jem die Milchséurebildung, die zudem von Tuberkelfett gehemmt 
wird, vor dem Ansetzen der Versuche abgeklungen ist? 

Kine andere Méglichkeit ist, daB die Saiurebildung aus dem 
{uberkelfett stammt. Dafiir kommt vielleicht Milchsiurebildung 
aus der Trehalose des Tuberkelfetts in Betracht. Ihre Menge ist 
nach R. J. Anderson und M.S. Newman auf 3,3 mg pro 100 mg 
acetonlésliches Tuberkelfett zu schiitzen. Die Esterzahl unseres 
Priparates betriigt 88,7. 100 mg Tuberkelfett enthalten also 
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Spaltung von Tuberkelfett durch Blut 
3 ccm Blut (1:2 verdiinnt), wechselnde Mengen Tuberkelfett 


Fig. 7. 


16 mMol veresterte Siure, wihrend 3,3 mg Trehalose nur 
1,092 mMol OH-Gruppen besitzen. Es sind danach 57,5°/, mit 
lrehalose verestert. Die Milchsiiuremenge, die daraus entstehen 
kann, betrigt maximal 0,037 mMol. Auf diese Weise liBt sich 
also nur eine iiberschiissige Siurebildung von 25°/, der aus der 
sterzahl errechneten erkliren. Fiir den gréBeren Rest mub 
tach einer anderen Ursache gesucht werden. 

Mit der Priifung dieser Fragen sind wir beschiftigt. Hier- 
‘ir ist es eine Vereinfachung, daB die weiteren Versuche nicht 
ult dem gesamten himolysierten Blut ausgefiihrt werden miissen. 


Jenn es ist erwiesen, daB der ganze ProzeB der Siurebildung 
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sich auf die Fraktion des Blutes beschriinkt, in der die we je, 
Blutkérperchen enthalten sind. 

Zu den Versuchen mit Blutkérperchen wurde menschlicljes JB!” 
Blut steril entnommen und mit Ammoniumoxalat versetzt, })oj JR st" 
mittlerer Tourenzahl zentrifugiert, und das klare Plasma vorsichtiy (li! 
abgehebert. Aus 63 ccm Blut erhielten wir z. B. 30 cem Plasina, cyt 
Dann wurden mit einer bis auf den Boden des Zentrifugenglases Ro! | 
eingefiihrten Pipette die roten Blutkérperchen abgesaugt (24 con, Leuk 
Die verbleibenden 9 ccm enthielten neben einem Rest von roten en 
Blutkérperchen die Hauptmenge der Leukocyten. Rote und weife JR !° 
Blutkiérperchen wurden mit dem doppelten Volumen Wasser hiino- MR 2°" 
lysiert und bis zum Abklingen der Glykolyse 3 Stunden bei 
aufbewahrt. Fig. 8 zeigt das Ergebnis des Versuches. 4.5 
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Tuberkelfettspaltung durch weibe Blutkérperchen (1—4), 1 ser 
rote Blutkérperchen (5), Plasma (6). Nn: 


Tig. 8. 


der hiimolysierten Leukocyten geben einen sehr starken Siiu 
zuwachs, der das 21/, fache der in den 3 com Tuberkelfettemulsic 
enthaltenen Fettsiuren erreicht. Mit der halben Menge der Leuk: 
cyten wird in 3 Tagen eine Siurebildung entsprechend 80°), 
reicht. Dem gegeniiber gaben 4,5 ccm unverdiinntes Plasma 
3 Tagen eine Spaltung von knapp 30°/,, wihrend die roten 5 
kérperchen (4,5 ccm, 1:2 verdiinnt) nur wenige Prozent Spaltune 
zeigten. (Allerdings ist dieser Versuch durch den negativen | a 
der ersten 24 Stunden sehr beeintriichtigt.) In einem genau ebenso , 
durchgefiihrten zweiten Versuch wurden in 3 Tagen mit 1,1 ¢ 

72°/,, mit 0,28 cem 46°/, der berechne' 


hiimolysierter Leukocyten 72°/,, 


1 


0 
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vemenge gebildet. (Abgebrochen wegen Versagen der ‘l'hermo- 
tatenheizung.) Da die in der beschriebenen Weise vorgenommene 





boc Mf Trennung von roten und weiBen Blutkérperchen nur eine unvoll- 
o; ME stindige ist, und eine gewisse Himolyse sich nie ganz vermeiden 
+o ZE jibt. so daB auch das Plasma einen geringen Betrag von Leuko- 


eytenenzymen enthilt, kann man annehmen, da noch ein Teil 
jer mit Plasma und Erythrocyten erhaltenen Siiurebildung den 
Leukocyten zugeschrieben werden muB. Auch die friiher mit 
Serum beobachteten Spaltungen sind sicher zu einem erheblichen 
Be {eil auf hiimolysierte Leukocyten zuriickzufiihren. Man _ sieht 
| hieraus, daB die Siurebildung, auch soweit sie iiber die im 
jo HE Tuberkelfett enthaltenen Fettsiiuren hinausgeht, von den Leuko- 

n verursacht wird. 

Die zu den Ansitzen verwendeten blutfraktionen des Ver- 
suchs 1 enthielten bei Plasma 1,6 B.E., bei den Erythrocyten 
1.75 BE. und bei den allein siiurebildenden Leukocyten sogar 
nw 1,1 B.E. Die beobachtete Siiurebildung steht also in keinem 
Zusammenhang mit der Verteilung der Butyrase auf die Blut- 
fraktionen. Die Esterase des Blutes spaltet nach H. Persiel! 
ywar Tributyrin, aber nur in sehr geringem Umfange ‘Triolein. 
Wir finden sie auch ungeeignet fiir die Spaltung von Tuberkelfett. 


Zusammenfassung. 


|. Pferdeserum bewirkt eine allmihliche Aufspaltung der 

tonléslichen Fettfraktion des Tuberkelwachses. Menschliches 

Serum ist meist nicht, oder nur in sehr geringem Umfang zur 
Spaltung befihigt. 

2. Der Umfang der 'Tuberkelfettspaltung durch menschliches 
Serum steht in gar keinem Zusammenhang mit dem ‘Tributyrin- 
spaltungsvermégen. Fiir die Annahme eines Zusammenhanges 
vischen dem Lipasegehalt des Serums und dem Verlauf tuber- 
wuliser Erkrankungen liefert unsere Untersuchung daher keine 
\nhaltspunkte. 

3. Schweinepankreaslipase ist imstande, acetonldsliches 
luverkelfett zu hydrolysieren. Schweineleberlipase iibt nur eine 
vevnge Spaltung aus, noch viel weniger ein Extrakt aus Wachs- 

ren. 


') Diss., Miinchen 1925. 
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4. Wenn man das gesamte himolysierte Blut auf Tube 
fett einwirken liBt, entsteht eine starke Siiurebildung. Sie \yjp 
ausschlieBlich von der Leukocytenfraktion des Blutes heryor. 
gerufen. 


















5. Bei Anwendung von 15 mg Tuberkelfett auf 0,5—1.5 coy 
Blut schien eine normale Spaltung des Tuberkelfetts vorzulicvey, 
Wendeten wir aber nur sehr kleine Mengen Tuberkelfett ai. x : 
zeigte sich, daB nun die Siurebildung weit iiber die aus de saure 
Kisterzahl des Tuberkelfetts zu berechnende hinausgeht. Ks finde: 


: :; win! 
also beim Zusammentreffen von Leukocyten mit Tuberkelfett joch sktive 
ein zweiter siurebildender Prozeb statt, dessen Natur noch nich : 
naufgeklart wurde. | caure 

6. Kin Zusammenhang zwischen den Blutlipasen und de: erhal 
Auflésung der Fetthiille von Tuberkelbazillen kann nur in bez venn 
auf die Leukocytenlipase bestehen, deren Spaltungsvermégen wali- sek ot 
scheinlich ist. Koch 
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Uber das Hypophosphithamin. 
Von 


vor. & A. Hamsik. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Karls-Universitét in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mirz 1933.) 


Wenn eine Lésung von Oxalylhimin mit unterphosphorig- 


de sauurem Natrium in der Kalte versetzt wird, fallen bald schine 
det vrinbraunrote Krystalle aus. Diese Krystalle entsprechen dem 
ich aktiven e¢-Hypophosphithimin. 

cht 


Wenn dieselbe Lésung von Oxalylhaimin mit unterphosphorig- 
saurem Natrium versetzt und gekocht wird, werden iihnliche Krystalle 


te erhalten, die aber nur dann aus ¢-Hypophosphithiimin bestehen, 
ug venn die Lésung nur wenig Oxalsiiure enthilt und ganz kurze Zeit 
it vekocht wird. Bei Verwendung von mehr Oxalsiure und bei liingerem 


Kochen bestehen die ausgefallenen Krystalle zum Teil aus dem 
bereits veriinderten Himin, welches einen ‘Teil seines Kisens ver- 
loren hat, beim Waschen mit Wasser einen ‘Teil seiner Siiure 
verliert und beim Umscheiden in der Mutterlauge gelist bleibt. 

Mit Hilfe der unterphosphorigen Siure konnte weiter das 
rotoporphyrin dargestellt werden. AuBerdem wurden blaue und 
sriine Derivate erhalten. 


Experimenteller Teil. 

Darstellung des Hypophosphithamins. — A. Ausgangsmaterial: 
Hydroxyhiiminanhydrid oder Chlorhimin. 1. 0,25 g a-Hydroxyhimin- 
whydrid oder @-Chlorhimin wurden in 100 ccm Methylalkohol, der 
1.0 ¢ KOH enthielt, gelést, die Lésung wurde mit 1—2 g Oxalsiure ver- 
setzt, geschiittelt und filtriert. Die erhaltene Lésung von Methanoloxalyl- 
iimin wurde in der Kiilte mit 0,25 g unterphosphorigsaurem Natrium ver- 
setzt_ und zeitweise durchgeriihrt. Ls fielen bald ziemlich grobe, dunkel 
cefiirbte Krystalle aus, die nach 12—24 Stunden abfiltriert, mit 50°/,igem 
Methylalkohol, dann mit Wasser bis zum Verschwinden der Reaktion mit 
\g gewaschen und an der Luft getrocknet wurden. Ausbeute etwa 60°/). 
riparate Nr. 1 (a, b). 

2. Derselbe Versuch, aber die Lésung von Oxalylhiimin, wurde mit 
~) Coin Wasser, in denen 0,25 g Natriumhypophosphit gelést waren, ver- 
uischt. Es fielen fast sofort kleine Krystalle aus, die nach einer halben 
Stunde abfiltriert und weiter wie sub 1. behandelt wurden. Ausbeute etwa 
0 Priiparate Nr. 2 (a, b). 

'. Derselbe Versuch, aber die mit 0,25 g Natriumhypophosphit versetzte 
osuig wurde gekocht. Wenn die Lisung nur 1°/, Oxalsiiure enthielt und 
ur i—2 Minuten gekocht wurde, firbte sich die Fliissigkeit wihrend des 
\ochens zwar violettrot, aber das von den wiihrend des Kochens aus- 
<efalenen Krystallen, die hei8 abfiltriert und weiter wie friiher behandelt 
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wurden (Priiparate Nr. 3 a, b), erhaltene Filtrat war braunrot. Das 
heiBen Fliissigkeit enthaltene Porphyrin ging in das Himin zuriic! 
dieses krystallisierte nach dem Erkalten aus (Priip. Nr. 8 ¢, d). 


Wenn die Lésung mehr Oxalsiure (2—3°/,) enthielt und linger 7Z,;; 


(10—30 Minuten) gekocht wurde, wurden auch krystallisierte Pri 


(Nr. 4 a, b, c, d) erhalten, die aber aus veriindertem Himin bestande:: 


Mutterlauge blieb hier dauernd violettrot gefiirbt. 

5. Ausgangsmaterial: Blutauszug. 1. Ein Liter detibrin 
Ochsenblut wurde mit 1,5 Liter Methylalkohol koaguliert, das Koag 
wurde nach 8 Stunden durch Leinwand koliert, mit 0,75 Liter h 
Methanol nachgewaschen, um Lipoidstoffe griéBtenteils zu entfernen, 
abgepreBt und zerrieben. Dieses ,,Blutpulver“ wurde mit 2,5 Liter M. 
alkohol, der 3°/, Oxalsiiure enthielt, etwa 1 Stunde ausgezogen. De 
zug wurde iiber Leinwand koliert, der Riickstand mit neuem oxals 
haltigen Methylalkohol mehrmals nachgewaschen und _ abgeprebit 
wurden etwa 2,5 Liter Oxalsiurehiminlésung erhalten. 

2. 500 eem (= 200 cem Blut) wurden mit 0,5 g unterphosphorigsa 
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Natrium versetzt und zeitweise durchgeriihrt. Nach etwa 6—12 Stunde 


wurden die ausgefallenen groBen Krystalle abfiltriert und wie oben weite: 


behandelt. Ausbeute etwa 0,6 g, aus 1 Liter Blut also etwa 3 g. 
parat Nr. 5a. 


> « 
Pal 
ict 


3. 500 cem wurden mit 15 ccm Wasser, in denen 0,5 g Natriumhiy): 
phosphit gelést waren, vermischt. Die kleineren Krystalle wurden nacl 
30 Minuten abfiltriert und weiter wie friiher behandelt. Ausbeute etwas 


0,8 g; aus einem Liter Blut etwa 4g. Priip. Nr. 6. 


4. Wenn der Blutauszug mit Natriumhypophosphit versetzt und gekocht 


wurde, gab nur der etwa 1 °/, Oxalsiiure enthaltende Auszug bei kurzdau 


cri: 


dem Aufkochen das «-Hypophosphithiimin (Priip. Nr. 7), wiihrend die me! 


Oxalsiure enthaltenden und 10—15 Minuten gekochten Blutausziig: 
zum Teil veriindertes Hypophosphithimin gaben; je mehr Oxalsiiure 
wendet und je lingere Zeit gekocht wurde, desto mehr veriindert 


das Hiimin (Priip. Nr. 8 a, b, ec, d). Das Filtrat war hier violettrot ge fir! 
und zeigte saures Porphyrinspektrum, wiihrend jenes bei niedrigem () 
siiuregehalt und nach kurzdauerndem Kochen erhaltene nur voriiberge!: 


violettrot gefiirbt war und beim Erkalten braunrot wurde. 


Beschreibung: Die in der Kilte mit festem Natriuml 
phosphit dargestellten Praparate (Nr. 1,5) bestanden aus ziem|i 
her. 


groBen langen rhomboédrischen Krystallen von dichroitisc 


griinbrauner bis rotbrauner Farbe. Die Krystalle waren sel! 


einzeln, meist zu Drusen gruppiert. Der Ausléschungsw1! 


? 
tl 


WL 


betrug etwa 42°. Die in der Kilte mit Natriumhypophos))iiit- 
lésung dargestellten Praiparate (Nr. 2, 6) bestanden aus analove! 
aber viel kleineren Krystallen. Makroskopisch waren die erstere! 


Priiparate schwarzbraun, die letzteren braun. Auch die ¢ 
kurzdauerndes Kochen dargestellten Priiparate (Nr. 3, 7) besta: 
aus gréBeren Krystallen. Die Krystalle waren in 5°/,iger Nati 
bicarbonatlésung, in wiBrigen als auch in methylalkoholis 
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Laugen, in Pyridin, in si&urehaltigem Alkohol ldslich. Diese 
Lésungen zeigten die den Hiimatinlésungen entsprechenden Farben 
und Spektren. Mit Kochsalz und KEisessig gekocht gaben sie 



























= feichmannsche Krystalle. Mit 80°/, iger Ameisensiiure und 
die 9 mit Kisessig in der Kalte behandelt bildeten sie rhomboédrische 

krystalle der betreffenden Himine. Mit 5°/,iger methylalkoho- 
‘rts MM jischer Kalilauge gingen sie bald in Krystalle des Kaliumhimatins 
mi iber. Die durch langeres Kochen unter Verwendung von mehr 
ce | Oxalsiture dargestellten Priiparate (Nr. 4, 8) bestanden aus gréBeren 
hyl krvstallen, die nadelférmig zugespitzte bis abgerundete Knden 
us: hatten. Diese Krystalle gaben nicht Teichmannsche, sondern 
eB abweichende Krystalle (abgerundete bis kugelige Gebilde). Mit 
alkoholischer Kalilauge wurden keine Krystalle oder nur kugelige 
ren Formen erhalten. Die Veriinderung war desto gréBer, je mehr Oxal- 
den J siure verwendet und je langere Zeit gekocht wurde. Der veriinderte 
ter M® Farhstoff blieb bei dem Umscheiden in der Mutterlauge gelést. 
: Umscheiden: 1. 0,25 ¢ Priiparat Nr. 5 wurden in 100 ccm Methy!- 
p alkohol, der 0,5 g KOH enthielt, gelést. Die Lésung wurde mit 2 g Oxal- 


siure versetzt, geschiittelt und filtriert. Das Filtrat wurde mit 0,25 g Natrium 
hypophosphit versetzt und weiter wie sub A.1. behandelt. Ausbeute etwa 60° , 
Priip. Nr. 5b). Die Form und die Eigenschaften der Krystalle entsprachen 
ht | denjenigen des «-Hypophosphithimins. 

sas 2. 0,25 g des Priiparates Nr. 7 wurden auf dieselbe Weise um 
| veschieden (Priip. Nr. Tb). 

3. Beim Umscheiden der Priiparate Nr. 8 blieb der Farbstoff gréBten 

in der Mutterlauge gelést. 

Darstellung des Hypophosphithamins mit Athylalkohol. lie 
Darstellungsweise war ganz analog derjenigen unter Bb. 1,2. (Priip. Nr. 9 
ud B. 1,38. (Priip. Nr. 10) beschriebenen. Die Krystalle waren linger und 
srober als die mit Methylalkohol dargestellten, sonst von denselben Kigen- 
schatten. Die Ausbeute war etwas besser. 

Vie lange Form, der hohe Ausléschungswinkel und die Lis- 

h ichkeit der frisch mit Methyl- oder mit Athyl-alkohol dargestellten 
r, \rystalle sprechen fiir Additionsverbindung des Hiimins mit dem 

Lisungsmittel oder fiir die Metaform nach A. F. Richter’), die 
ils «-Methanolo- oder Athanolo-hypophosphitohiimin bezeichnet 
evden kann. Sie verliert leicht den Alkohol. 

\nalysen. Zur Analyse wurden die Priiparate Nr. 1-38 bei 100 
getrocknet. Das Gewicht blieb konstant, wenn dieselben Priparate spiiter 
nach; den Analysen) bei héheren Temperaturen (bis 150°) getrocknet wurden. 
Die mit Athylalkohol dargestellten Priiparate (Nr. 9. 10) wurden bei 80° 
Setrocknet. 


Diese Z. 190, 21 (1930). 
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Die Asche der aus a-Form bestehenden Priiparate (Nr. 1, 2, 3, 5, 4, ; 
war gelblichwei8 und bestand aus Ferriphosphat. Diejenige der das yey. 
‘inderte Hiimin enthaltenden Priiparate (Nr. 4, 8) war rotbraun und bestan; 
aus Ferriphosphat und Eisenoxyd, da diese Priparate etwas Eisen bei (o; 
Darstellung und etwas Siiure beim Waschen verloren haben. 

{lementare Mikroanalysen hat A. F. Richter ausgefiihrt. Der Ko}\,, 
stoffgehalt war niedriger, als die Formel 

C,,H;,0,N,FeOPOH, = C,,H,,O,N,FeP 

verlangt. Dies lit sich mit der Schwerverbrennlichkeit des phosphor 
haltigen Himins, besonders seiner Asche, erkliiren'). Dieselbe Erkliirung 
gilt auch fiir die Differenzen der Analysen. 





C H N Asche Fe 

Ber. 59,90 5,08 8,22 22,15 8,19 

Gef. Nr. 1 59,41 5,91 7,98 22,44 8,30 

58,81 9,25 22,87 8,39 

2 59,32 5,08 — 22,22 8,22 

5 Oa 98,45 3,31 8,45 21,72 8,04 

db 58,91 5,22 7,90 21,01 7,76 

» *& 58,86 5,84 24,67 8,46 

~~ » 59,17 5,56 7,96 20,46 7,57 

» 40 59,29 5,34 8,19 21,05 7,78 

Mittel 59,03 5,44 8,07 22,05 8,15 

Nr. 4 — — 14,38 — 

» ® — — 14,92 _ 
Prip. Nr. 1. 2,897, 3,008 mg Subst.: 6,810, 6,486 mg CO,, 1,530, 
1,410 mg H,O, 0,650, 0,688 mg Asche. — 3,523 mg Subst.: 0,247 em X, 


(20°, 743 mm). 

Priip. Nr. 2. 3,016 mg Subst.: 6,560 mg CO,, 1,870 mg H,O, 0,670 mg 
Asche. 

Prip. Nr. 4. 0,0626 g Subst.: 0,0090 g Asche. 

Priip. Nr. 5a, 3,775 mg Subst.: 8,090 mg CO,, 1,790 mg H,O, 0,820 mg) 
Asche. — 2,944 mg Subst.: 0,216 ccm N, (19°, 749 mm). 

Priip. Nr. 5b. 3,537 mg Subst.: 7,640 mg CO,, 1,650 mg H,O, 0,745 mg 
Asche. 2,948 mg Subst.: 0,204 ccm N, (19°, 744 mm). 

Priip. Nr. 6. 3,285 mg Subst.: 7,090 mg CO,, 1,715 mg H,O, 0,751 mg} 
Asche. 

Priip. Nr. 8. 0,0802 g Subst.: 0,0120 g Asche. 

Priip. Nr. 9. 2,907 mg Subst.: 6,307 mg CO,, 1,445 mg H,O, 0,595 mg 
Asche. — 3,375 mg Subst.: 0,241 cem N, (19°, 723 mm). 

Priip. Nr. 10. 3,602 mg Subst.: 7,880 mg CO,, 1,720 mg H,O, 0,755 mg) 
Asche. — 4,105 mg Subst.: 0,293 com N, (20°, 749 mm). 


Zusammenfassung. 
Die Darstellung und die EKigenschaften des Hypophosy)bit- 
hiimins werden beschrieben. 


') Vgl. F. C. Silber u. W. R. Kirne, Industrial and Engineering 
Chemistry, Analyt. Ed. 8, 353 (1936), wo auch die Literatur zitiert ist 
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Uber Dehydrierung der Brenztraubensaure”). 
II. Mitteilung. 


Von 
Erndé Annau. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Marz 1938.) 


In einer friiheren Arbeit!) wurde mitgeteilt, daB die Nieren- 
inde einen Aktivator enthilt, welcher in Gegenwart eines ge- 
egneten aus Muskelgewebe priiparierten Fermentes die Dehydrie- 
rung der Brenztraubensiure beschleunigt. Eine iihnliche Beob- 
achtung wurde schon vor Jahren von Auhagen?”) beschrieben, 
ohne daB er sich mit der Natur dieser Substanz eingehender be- 
schiiftigt hatte. Im vorigen Jahr erschien eine Arbeit von Lip- 
nann%), welcher, angeregt durch die Versuche von Lohmann‘), 
diesen Aktivator in der Cocarboxylase zu finden glaubte. Ohne 
in eine Diskussion iiber diese Arbeiten eingehen zu wollen, teilen 
ir zu dieser Frage unsere bisherigen Ergebnisse mit. 

Ks gelang uns, den Aktivator aus der Nierenrinde in Form 
nes Ca- und Ba-Salzes zu isolieren. Krystallinisch ist nur das 
la-Salz (Fig. 1), das Ba-Salz ist amorph. Zur Analyse wurde 
tin Chininsalz benutzt, welches aus warmen Wasser gut krystalli- 
vert (Fig. 2). Demnach ist der Aktivator eine Siiure, und zwar 
nach den Angaben der Analysen, eine stickstoff- und schwefel- 
tele Siure, welche ausschlieblich aus C, H und O besteht. Nach 
Analysenwerten des Chininsalzes ist die wahrscheinliche Brutto- 
ormel des Aktivators C,,H,,0,,. 


Herstellung des Aktivators. 4000 ¢ aut der Fleischmaschine 
cemahlene Rindensubstanz aus frischer Schweinsniere werden mit 
) Liter 0,45 °/,iger Kochsalzlésung gut verriihrt und dann scharf 

*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
Yew York, unterstiitzt. 
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abzentrifugiert. Der Niederschlag wird in 1500 ccm destillicrte§f gro! 


Wasser aufgenommen und zu einem homogenen Breil verviih§ jist 
und unter stetem Riithren auf 75° erwirmt; dann wird zentrifigie:§ gell 
und der Niederschlag verworfen. | 
Der Kochsaft wird nun im Vakuum auf ?/, Volumen eip. destil 
veengt und mit 100—150 ccm 20°/,iger Trichloressigsiure ye).fF zent! 
setzt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und die stark tri): 20-! 































Fliissigkeit mit heiB gesittigter Ba(OH),-Lésung bis zu Phenol. fF das | 
phthalein schwach alkalischer Reaktion versetzt. Der sich bildend ff tugie 
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Fig. 1. Fig. 2. 

Ca-Salz des Aktivators. Vergr. 1: 400, Chininsalz des Aktivators. Natiirl. Gri aus 
iit 

Niederschlag, welcher die organischen und anorganischen Phos.“ 


phate enthilt, wird abzentrifugiert, und die klare alkalisch % > 
reagierende Fliissigkeit in das 3 fache Volumen 96 °/, igen Alkohol — '°™™ 

: ; ei ¥ | 
segossen. Es entsteht ein flockiger Niederschlag, welcher die ‘" 


aktive Substanz enthilt und nach 15 Minuten Stehen abzeutn-§ teil 
fugiert wird. Der Niederschlag wird mit 150—200 ccm destilliertem J °"“ 
Wasser in der Reibschale zu einem homogenen Brei verrieben uni § °" 
daselbst mit 50cem 20 °/,iger Mercuriacetatlésung behandelt. Is abg 
gentigend Mercuriacetat zugegen, so ist die vom Niedersclilay § ‘+’ 
abzentrifugierte Lésung klar und etwas gelb gefirbt. Der Nieder- 
schlag wird noch einmal mit 50 ccm destilliertem Wasser aus- § !" 


gewaschen und die beiden Fliissigkeiten vereinigt. Der Akti- b 
vator wird durch das Mercuriacetat nicht mitgerissen. — 
sondern betindet sich in der Fliissigkeit. Das _ iiberschiissig en 
Mercurisalz wird mit Schwefelwasserstoff entfernt und das Volwiuet 
der Lisung im Vakuum auf ungefiihr 80 ccm gebracht und 
das 3fache Volumen Aceton gegossen. Es entsteht ein 6iige! 
Niederschlag, der abzentrifugiert und im Vakuumexsiccator | 0 
Schwefelsiiure getrocknet wird. Dieser Niederschlag, welcher 
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vyoten Teil aus dem Aktivator besteht, enthilt sehr viel ba und 
sst sich in destilliertem Wasser mit alkalischer Reaktion und 
velber Farbe. 

- Wine abgewogene Menge dieses Rohpriiparates wird in wenig 
destilliertem Wasser aufgelést und vom ungelésten ‘Teil ab- 
jentrifugiert. Ks ist eine gelbe viscése Fliissigkeit, welche mit 
)n-H,SO, bis zu stark kongosaurer Reaktion versetzt wird, um 


Phenol. das Ba zu entfernen. Vom ausgeschiedenen Ba wird abzentri- 


fugiert und die Fliissigkeit mit konzentrierter NH,OH-Lésung 
auf Kongo neutralisiert, danach gibt man 2ccm 20 °/,ige AgNO,- 


'Lisung dazu, worauf ein flockiger, braun gefirbter Niederschlag 
-eutsteht. Es wird wiederum abzentrifugiert und mit NH,OH ver- 


setzt, bis die Fliissigkeit gegen Lackmus schwach sauer reagiert. 
Ks entsteht ein weiterer Niederschlag, der zumeist von reduziertem 
Nilber schwarz gefarbt ist. Dieser Niederschlag wird auch ver- 
worfen. Die Reaktion der abzentrifugierten Fliissigkeit wird nun 
auf Lackmus schwach alkalisiert, und weitere 2 ccm, wenn es 
notig ist auch mehr, Silbernitratlésung zugesetzt. Der ausgefallene 
Niederschlag ist entweder weiB oder von noch anwesendem Silber 
schwach grau gefiirbt. Dieser Niederschlag besteht hauptsichlich 
aus dem in Wasser unldéslichen Silbersalz des Aktivators. Er wird 
mit wenig destilliertem Wasser 2mal ausgewaschen und dann 
mit ungefiihr 20 ccm destilliertem Wasser verrieben. In die 
Suspension wird Schwefelwasserstoff eingeleitet. Nach dem Ent- 
fernen des Schwefelwasserstoffs ist der gréfte Teil des Silber- 
sulfids abzentrifugierbar. Ein Teil, welcher in sehr feiner Ver- 
tellung zugegen ist, wird entweder durch mehrstiindiges Einfrieren 
ind dann Wiederauftauen der Lisung und erneutes Zentrifugieren 


entfernt, oder aber in einer Zentrifuge von mindestens 9000 Touren 
abeetrennt. Die so erhaltene und zumeist schon farblose, klare 


ig, welche auf Kongo eben neutral reagiert, wird mit einer 
lkoholischen Chininlésung tropfenweise versetzt, bis sie auf Lack- 
uus nur noch schwach sauer wirkt. Damit vermeidet man einen 
‘berschuB an Chinin. Der Alkohol wurde im Vakuum ab- 
estilliert, worauf das Chininsalz des Aktivators in mikroskopisch 


T «ee 
WOSUI 


teen Nadeln ausfillt. Das aus heiBem Wasser 4mal um- 
crystullisierte Salz wurde zur Analyse benutzt. Es schmilzt nach 


riger Briiunung bei 191—192,5° unter Zers. 
Vas Priparat wurde im Vakuumexsiccator 2 Tage lang iiber 
und vor der Analyse 6 Stunden bei 60° und 3mm Vakuum, 


alls itiber CaCl,, getrocknet. 














Erno Annau. 


4,097 mg Subst.: 9,550 mg CO,, 2,643 mg H,O. — 7,021 mg Subs 
0,217 eem N, (22°, 764 mm). 
Gef. C 63,57 H 7,22 N 3,63. 
Berechnete Formel des Chininsalzes: C,,H,,N,O,o. 
C,,Hs5,N.0i2 Ber. C 64,03 H 7,34 N 3,64. 


Daraus berechnete Formel des Aktivators: C,,H,,0,,. 


Bei der Berechnung dieser Formel, die einstweilen nur ak 
vorliufige Formel zu betrachten ist, wird angenommen, daB | Mj 
Aktivator mit 1 Mol Chinin ohne Krystallwasser in Salzbildung 
zusammentritt. Aus dem Chininsalz ist der Aktivator zu regene. 
rieren, doch es fehlen noch zahlenmafkige Versuche. 

Das Ca-Salz des Aktivators haben wir durch Neutralisiere 
der freien Saéure mit CaCO, erhalten. Es ist aber stets mi 
Hydrocarbonat verunreinigt. Das Ba-Salz wurde durch Neutral. 
sieren mit Ba(OH), erhalten. In beiden Fallen wurde die Mutter. 
lauge im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure eingetrocknet. 


Physiologische Versuche. [ie physiologischen Versuche wurde: 
mit dem Ba-Salz des Aktivators angestellt (Ba 49°/,). Es wurde 
die Dehydrierung der Brenztraubensaure bei gleichbleibender 
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Konzentration und steigender Aktivatorkonzentration, weiter be 
gleicher Aktivatorkonzentration und steigender Brenztraubensiiure- 
konzentration in Gegenwart des Ferments untersucht. Das ie! 
ment wurde nach der in der I. Mitteilung!) beschriebenen Method 
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: aus Taubenbrustmuskel hergestellt. Als Wasserstoffacceptor diente 
‘teem Methylenblau 1:5000. Suspensionsfliissigkeit m/15-Phos- 
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phatpufferlésung von p, 7,4. Die Methodik folgte genau den An- 


gaben der I. Mitteilung (vgl. Fig. 3 und 4). Wie aus den Kurven 


m sehen ist, bildet die Dehydrierungszeit mit der ansteigenden 
Brenztraubensiurekonzentration eine Hyperbole; bei ansteigender 


| Aktivatorkonzentration und gleichbleibender Pyruvatkonzentration 


eine gerade Lainie. 
Der Sauerstofifverbrauch der Gewebe in Gegenwart von Brenz- 


' traubensiiure und ansteigenden Mengen des Aktivators wurde in 
'Warburgs Respirometer gemessen. Gepriift wurden Leber und 
| Niere von Kaninchen und Muskelgewebe der 'l'aubenbrust. Das 


Gewebe wurde in der Latapiemihle gemahlen und in m/15-Phos- 


_ phatpufferlésung von p,, 7,4 suspendiert. Brenztraubensiiure und 
| Aktivator wurden in Form ihrer Na- bzw. Ba-Salze zugegeben. 
In der Tabelle ist der Prozentsatz des Bariums (49 °/,) vom Salze 


O,-Verbrauch in cmm. 
Suspensionsfliissigkeit .m/15-Phosphatpuffer py 7,4. Volumen 4 cem. 
Aktivator Ba-Salz (49 °/, Ba), Mengen in der Tabelle fiir die freie Siure. 
Brenztraubensiiure Na-Salz. Zeitdauer des Versuches 60 Minuten. 
































wa 25 4 25 Y 
— P Aktivator Aktivator, 
” 1,76 mg _ 1,76 mg 
Brenztraubens Brenztraubens. 
Sait 
Kaninehen 257 288 200 28h 
leber 
50 Y 50 Y 100 ¥ 100 y 
0 Aktivator Aktivator, Aktivator Aktivator, 
rean - : 
os 1,76 mg a 1,76 mg 
Brenztraubens. Brenztraubens. 
Kani . - m 
ininchen 216 338 237 552 
leber 


des Aktivators abgezogen. Das Volumen der gesamten Versuchs- 
liissigkeit betrug 4 ccm. Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, 
steigert der Aktivator in Gegenwart von Brenztraubensiiure die 
Atmung des Lebergewebes. Aktivator allein, ohne Pyruvat, hat 
keine Wirkung oder hemmt sogar ein klein wenig die Grund- 
atmung. Der hier mitgeteilte Versuch ist einer von vier in 
sleicher Richtung verlaufenen Versuchen. Die groBe Zunahme 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 10 
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ohne Substanz, also ohne Pyruvat, der Aktivator wirkungslos jis, 

In sonstigen von uns untersuchten Geweben, wie Kaninchey. 
niere und Taubenbrustmuskel, iibte der Aktivator in Geger. 
wart von Brenztraubensiiure auf den Sauerstoffverbrauch kein: 






des Sauerstoffverbrauchs bei Zufiigung geringer Mengen (maxim 
100 y der freien Saiure) des Aktivators zeigt, daB die Substay, ] 
als Katalysator wirkt. Dasselbe beweist auch der Umstand, dajf 









Uber 


fordernde Wirkung aus, obwohl diese Gewebe ein Ferment ent. 


halten, welches Brenztraubensiure bei Anwesenheit des Akt. 
vators bedeutend dehydriert. 


Zusammenfassung. 


Zusammenfassend lift sich sagen, da’ aus der Schweinsnier 
ein Aktivator zu isolieren ist, welcher in Gegenwart eines aus 
‘'aubenbrustmuskel hergestellten Ferments Brenztraubensiure zi 
dehydrieren imstande ist. Dieser Aktivator wurde als Ca-, Ba. 
und Chininsalz isoliert. Die wahrscheinliche Bruttoformel des 
Chininsalzes ist C,,H,,N,O,,, woraus sich als anniihernde Forme 
des Aktivators C,,H,,0,, ergibt, unter der Annahme, da’ 1 Mol 
Aktivator mit 1 Mol Chinin salzbildend zusammentritt. Der Akti- 
vator laBt sich aus der Chininverbindung regenerieren., 


An dieser Stelle sei Herrn Priv.-Doz. Gyéz6 Bruckner fiir 
seine Ratschlige und Friulein Margit Oskolas Kovacs fiir 
die Ausfiihrung der Analysen aufs beste gedankt. 
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‘Uber die quantitative chemische Bestimmung von Carotinoiden 


und Vitamin A in Milch. 


Von 
Harry Willstaedt und Torben K. With. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Staatlichen Vitaminlaboratorium in Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Marz 1938.) 


In der Literatur liegen bereits eine Reihe von Bestimmungen 


der Vitamin A-aktiven Stoffe der Milch vor, bei denen teils 
'chemische, teils spektrographische und teils biologische Methoden 
-angewandt worden sind. Wir haben uns trotzdem veranlabt ge- 
‘funden, auch unsererseits derartige Bestimmungen auszufiihren, 
-einerseits, weil zwischen den Angaben der Literatur ziemliche 
| Differenzen bestehen (hierauf wird weiter unten noch niher ein- 
'gegangen werden) und teils, weil die biologische Methode keinen 
AufschluB iiber die relativen Mengen an wachstumswirksamen 
| Carotinociden und Vitamin A liefert. In zahlreichen Arbeiten 
[vgl. bei Neuweiler+?)} wird die Voraussetzung gemacht, daB 
' die Carotinoide der Milch iiberwiegend aus wachstumswirksamen 
Carotinen bestehen. Diese Voraussetzung konnte jedoch nicht 
| ohne weiteres tibernommen werden, vor allem nicht fiir Menschen- 
' nilch, da ja Willstaedt und Lindqvist*) bei den Carotinoiden 
des Menschenserums gezeigt haben, daB das relative Verhaltnis 
'der einzelnen Carotinoide weitgehend schwanken kann [diese 


Ergebnisse sind inzwischen von van Veen und Lanzing‘) be- 


=< stiitigt worden). 


Methodisches. 
Wir haben bei der vorliegenden Arbeit stets die Milch direkt ver- 


arbeitet, ohne dab vor der Verseifung gebuttert wurde. In Ubereinstimmung 


mit den meisten Autoren [vgl. Palmer und Eckles*®); Semb, Baumann 
und Steenbock’); Gillam und Heilbron); van Wijngaarden *)} haben 
wir zunichst die Verseifung vorgenommen und erst danach die Extraktion 
der Carotinoide und des Vitamin A, da von Versuchen an Serum her be- 
kannt ist, daB die Extraktion sonst leicht unvollstindig wird. 
10* 
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Bei unseren ersten Versuchen haben wir die Milch mit ! 


ihres Volumens an 60°/,iger Kalilauge versetzt und 1/, Stunde 


auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Wir muBten jedoch daly 
die Erfahrung machen, daf bei dieser Verseifungsart das U}. 
verseifbare zur Chromatographie nicht verwendbar war. Es eni. 
hielt nimlich ein in der Wirme dickfliissiges, bei gewéhnliche; 
Temperatur bald erstarrendes Ol, das einen charakteristischey 
ester- oder ketonartigen Geruch aufwies. Wir haben Grun( 
zu der Annahme, daB es dieser Korper ist, der die Ausbildun; 
der Chromatogramme verhindert, da wir aus unverseifbaren Anteile 
von Milch, die mit Hilfe der unten angegebenen Verscifungs. 
technik dargestellt waren, einwandfreie Chromatogramme erhielten, 
(Ausfiihrlichere Untersuchungen iiber die interessante Substan; 
werden spater verdéffentlicht werden.) 

Wir haben daraufhin zuniichst versucht, die bei der Fettbestimmung 
in Milch iibliche Extraktionsmethode nach Rése-Gottlieb fiir unsere 
Zwecke zu modifizieren. 

Zu 100 cem Milch wurde in einem Scheidetrichter unter Schwenken 
i1cem konzentriertes Ammoniakwasser gegeben, danach ebenfalls unter 
vorsichtigem Schwenken 100 cem 96°/,iger Alkohol und 100 cem Ather 
(peroxydfrei). Nun wurden 100 cem Petroliither zugefiigt und die Mischung 
wurde kriftig geschiittelt. Nach dem vdlligen Absitzen trennten wir die 
Ather-Petrolitherschicht von der wiiBrig-alkoholisehen Phase ab und ver- 
seiften durch 24stiindiges Stehenlassen mit dem gleichen Volumen 5°), iger 
alkoholischer Kalilauge bei Zimmertemperatur. Danach entmischten wir 
mit 200 cem Wasser und extrahierten die wiBrig-alkoholische Schicht noch 
2mal mit je 50 cem Petrolither. Die vereinigten Extrakte wurden gewaschen, 
getrocknet und eingedampft. 

Die Liésungen des so erhaltenen Unverseifbaren in Petrol- 
ther ergaben bei der Chromatographie an Aluminiumoxyd schine 
Chromatogramme. Bei Doppelanalysen und Vergleich der Gelb- 
werte fanden wir jedoch, daB bei dem geschilderten Verfahren 
die Extraktion der Carotinoide nicht so vollstindig verliuft wie 
bei der unten beschriebenen Methode mit vor der Extraktion 
vorgenommener Verseifung. Wir haben uns deshalb endgiiltig 
fiir die letztgenannte Methode entschieden. 

50—100 cem vor der Probenahme gut durchgeschiittelter Milch wurden 
mit 1/,, ihres Volumens an 60°/,iger Kalilauge versetzt, darauf wurde die 

Flasche mit Stickstoff gefiillt, verschlossen, krifftig geschittelt und — 
wiederholtem gelegentlichem Schiitteln 48 Stunden stehen gelassen. Danac! 
setzten wir 20 ccm Alkohol zu und extrahierten 3mal mit je 50 cem peroxyd- 
freien Athers. (Emulsionsbildung wurde eventuell durch weiteren Alkobhol- 


zusatz unterdriickt.) Die vereinigten Atherextrakte wurden zuniichst 2ma! 
mit wenig Wasser, dann 1mal mit 5°/,iger Kalilauge und schlieBlich 2 mal 
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mit viel Wasser gewaschen, danach getrocknet und eingedampft (Stickstoff- 


' atmosphire). Den Riickstand lésten wir in einer kleinen Menge Petroliither 


und fiillten im MeB8kolben auf ein geeignetes Volumen auf. 


Mit dieser Methode haben wir gute Erfahrungen gemacht. 
Die erhaltenen Gelb- und Blauwerte stimmten innerhalb +5°/, 
wit den bei HeiBverseifung erhaltenen iiberein und das Unverseif- 
hare lie sich gut chromatographieren. Die optischen Messungen 
erfulgten im Stufenphotometer (Pulfrich-Zeiss). Bei der Bestim- 
mung der Gelbwerte benutzten wir Filter 8 43, bei der Bestim- 
mung der Blauwerte Filter S61. Alle Gelbwerte sind auf #-Carotin 
bezogen, fiir das eine Kichkurve in unserem Institut aufgenommen 
war (H. Willstaedt und H. Behrnts-Jensen). 

Wir haben stets 1/, cm Kiivetten benutzt, auch bei der Be- 
stimmung des Blauwerts. Die Darstellung des Antimontrichlorid- 
reagens erfolgte nach den Angaben von Ritsert®). Die Bestim- 
mung des Blauwerts erfolgte stets durch zwei Beobachter, von 
denen der eine die notwendigen Pipettierungen ausfiihrte, wahrend 
der andere die Ablesung am Stufenphotometer vornahm. Nur so 
ist es méglich, die Ablesung geniigend schnell nach der Mischung 
der Flissigkeiten durchzufiihren. Wir verwendeten 0,2 ccm der 
zu untersuchenden Lésung (Petrolither als Lésungsmittel), dazu 
wurden zunichst ein Tropfen Essigsiiureanhydrid und danach 
2ccm Antimontrichloridlésung gegeben. 

Es muB8 peinlichst vermieden werden, da etwa einzelne Tropfen 
Antimontrichloridlésung in das UntersuchungsgefiB fallen, bevor die ganze 
Menge zugegeben wird. Analysen, bei denen dies geschieht, geben ganz 
unbrauchbare Werte. 

Die Intensitit der Blaufiirbung nimmt gleich nach beendeter Mischung 
schnell ab (ein ,,Maximum“ der Fiirbung, wie es in der Literatur oft erwihnt 
wird, also ein Ansteigen der Intensitiit in den ersten Sekunden, haben wir 
niemals beobachten kénnen). Wir haben deshalb stets die erste Ablesung 
nach der Mischung als maBgebend betrachtet und die Bestimmung mehr- 
fach wiederholt. 

Als Eichsubstanz bei den Vitamin A-Bestimmungen benutzten 
wir Vogan, unsere Kichkurve wird weiter unten diskutiert und 
mit denen anderer Autoren verglichen. 

Es standen zwei Stufenphotometer zu unserer Verfiigung (fiir die 
leihweise Uberlassung des einen Instruments schulden wir Herrn Prof. 
Dr. V. Bie unseren besten Dank). Unterschiede zwischen beiden Instru- 
menten konnten wir nicht feststellen. 

Besonderes Interesse bot natiirlich der Vergleich der von den 
verschiedenen Autoren benutzten Eichkurven mit unserer eigenen. 
Angaben, aus denen sich die Eichkurven rekonstruieren lassen, 
















186 Harry Willstaedt und Torben K. With, | Qua 
finden sich bei Neuweiler’), Dost!) und Ritsert®), die all 
ebenso wie wir Vogan als Eichsubstanz benutzt haben. 
In der Figur ist als Abszisse der A-Vitamingehalt der untersuchtey suc 
Losung in internationalen Einheiten (I.E.) pro Kubikzentimeter angegebey, 
als Ordinate der k-Wert im Stufenphotometer unter den angegebenen Bp. Phy 
dingungen. oe. 
Wie sich aus der Figur ergibt, sind die Abweichungey 
zwischen den Werten der einzelnen Autoren z. T. betriichtlich sch 
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(die von Dost erhaltene Kurve ist nicht eingetragen, weil sie J we 
sich mit der unsrigen praktisch deckt). Es bestehen ja auch UK 
gewisse Differenzen zwischen den Arbeitsweisen der einzelnen 
Autoren im Detail. So verwendet z. B. Neuweiler 0,2 ccm der J © 


zu untersuchenden Lésung und versetzt mit 1,8 ccm (statt wie 
die iibrigen Autoren 2 ccm) Antimontrichloridreagens. Ritsert 
empfiehlt, die Konzentration der zu untersuchenden Lisung 80 
zu wihlen, daB die Stufenphotometerwerte sich im Bereich yon 
15—30°/, Durchlissigkeit halten, wahrend wir den Bereich von B® 


ar-| 


30—70°/, Durchlissigkeit bevorzugen. Es wiirde zu weit fiihren, & U 
die méglichen Auswirkungen solcher kleinen Differenzen der é 


Methodik hier im einzelnen zu diskutieren. Jedenfalls muB aber 
die Forderung erhoben werden, daf bei kiinftigen Untersuchungen && 
die Autoren auch Angaben iiber ihre Eichkurve und ihre genaue2 L 
Arbeitsbedingungen machen. 

Beziiglich der Methodik unserer chromatographischen Ver- 
suche kénnen wir auf eine frihere Arbeit [Willstaedt und 
With")] verweisen. 
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Chromatographische Untersuchung der Milchcarotinoide. 
An Kuhmilch sind bereits friher chromatographische Unter- 


- suchungen der Carotinoide ausgefiihrt worden. 


Palmer und Eckles‘) fanden in Butter auBer Carotin unverkennbar 
Phytoxanthine, jedoch in ganz untergeordneter Menge. Sie chromato- 
graphierten Benzinlésungen auf Calciumcarbonat. Gillam und Heilbron’) 
untersuchten Butter und fanden ebenfalls ganz iiberwiegend Carotin (stark 


' schwankendes Verhiltnis «- zu § Carotin), weiterhin Kryptoxanthin und 


Spuren von Lycopin (Chromatographie an Aluminiumoxyd). van Wijn- 
gaarden*) fand ebenfalls fast ausschlieBlich Carotin. Auch nach sehr 
lycopinreicher Nahrung konnte in Kuhmilch kein Lycopin nachgewiesen 
werden (Chromatographie an Gemisch von gewéhnlichem Aluminiumoxyd 
und Fasertonerde). 

Wir konnten an Kuhmilch die Ergebnisse der friheren 
Autoren bestitigen. Dagegen gelangten wir bei Menschenmilch, 
die unseres Wissens bisher noch nicht in dieser Weise unter- 
sucht ist, zu ganz anderen Ergebnissen. 

AuBer #-Carotin fanden wir wesentliche Mengen anderer 
Carotinoide, nimlich sowohl Phytoxanthine, als auch epiphasische 
Produkte, die im chromatographischen Verhalten den von Will- 
staedt und Lindqvist*) in Serum beobachteten Produkten 
ihneln, die wahrscheinlich Oxydationsprodukte des Carotins dar- 
stellen. Die Chromatogramme wiesen folgendes Aussehen auf: 


1. Zu oberst in der Siule fand sich eine gelbe bis braune Zone 
wechselnder Farbintensitit (Phytoxanthine und eventuell hypophasische 
Oxydationsprodukte). 

2. Eine darunter liegende, bei der Entwicklung gut abtrennbare braun- 
gelbe Zone, die in einzelnen Fillen fehlt (epiphasische Oxydationsprodukte). 


3. Rosa Zone (8-Carotin). 

4. Manchmal auftretende schwache gelbe Zone («#- oder pseudo- 
a-Carotin). 

Das Aussehen des Chromatogramms war nicht stets konstant. 
Beispielsweise wies eine unserer Versuchspersonen wihrend einer 
Untersuchungsperiode sowohl Zone 1 als 2 auf (2 dabei stark 
ausgesprochen), wahrend bei einer einen Monat spiter liegenden 
Untersuchungsperiode nur Zone 1 zu beobachten war. 

Besondere Aufmerksamkeit haben wir dem Vorkommen yon 
Lycopin zugewandt; wir lieBen drei unserer Versuchspersonen 
wihrend einer Woche tiiglich je 100 g Tomatenpiiree verzehren 
und untersuchten die Milch der vorhergehenden Woche, der 
»lomatenwoche“ und der folgenden Woche. Eine andere unserer 
Versuchspersonen erhielt einen Monat lang tiglich zwei Tomaten. 
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Die Milch wurde wihrend der ganzen Periode untersucht. Lycopin 
konnte dabei in keinem Falle nachgewiesen werden. Es ist natijy. 
lich nicht ausgeschlossen, daB kleinste Mengen Lycopin in die Milch 
iibergehen, da wir naturgemi8 nicht mit allzu groBen Material 
mengen arbeiten konnten, ein Ubergang von Lycopin in irgend 
wie erheblicher Menge in die Menschenmilch darf aber nach 
unseren Versuchen als ausgeschlossen erscheinen. In drei Fiilley, 
in denen wir tiber etwas griéBere Materialmengen verfiigten, haben 
wir die Chromatographie auch quantitativ durchgefiihrt und einen 
6-Carotingehalt von zwischen 20 und 30°/, (bezogen auf die Total- 
carotinoide) gefunden. 


Die Totalearotinoidmenge war immerhin bei diesen Versuchen geringer 
als 100 y. Wir haben in einer friiheren Arbeit!), darauf hingewiesen, dai 
die Verluste bei der Chromatographie derartig geringer Mengen verhiitnis- 
mibig groB werden. 

Die Einzelwerte der zahlreichen Totalcarotinoidbestimmungen 
sollen in einer spiiteren Arbeit niiher in ihrem Zusammenhang 
zur Kost behandelt werden. Hier sei nur gesagt, daB sich 
die Werte bei den von uns untersuchten 5 Personen zwischen 
15 und 45 y pro 100 ccm Milch hielten. Sie stimmen recht gut 
mit den von Skurnik und Stenberg!) mitgeteilten Werten 
(5—28 y pro 100 ccm) iiberein. 

In Buttermilch wurden pro 100 ccm im Winter 5—10 y ’otal- 
carotinoide und im Sommer 8—15 y gefunden. Bei der Chromato- 
graphie war eine deutliche #-Carotinzone nicht zu erkennen. Hs 
handelt sich also wohl um oxydativ verinderte Produkte. In 
Magermilch aus der gleichen Jahreszeit fanden wir etwa 5 y Total- 
carotinoide pro 100 ccm, in Zentrifugenmilch (Fettgehalt 0,05°/,) 
nur 0,5—1 y. 

Das A-Vitamin. 


Mit der oben beschriebenen Methode finden wir in Kuhmilch 
150—300 LE. pro 100 com (Sommermilch) bzw. 60—100 LE. 
(Wintermilch), in Menschenmilch 150—600 LE. Vitamin A in 
100 ccm Milch. Versucht man nun, diese Werte mit denen der 
Literatur zu vergleichen, so zeigt sich zunichst, da nur sebr 
wenige Bestimmungen direkt an Milch ausgefiihrt worden sind, 
die meisten Bestimmungen betreffen Butter, und der Vitamingehalt 
der Milch ist aus dem Butterwert unter Beriicksichtigung des 
Milchfettgehalts zuriickerrechnet. 

Eine solche Berechnung ist aber nur dann gerechtfertigt, 
wenn wirklich beim KirnprozeB alles A-Vitamin in die Butter 
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‘iibergeht. Diese Voraussetzung ist bis vor kurzem allgemein ge- 
' macht worden. Neuerdings teilt Sherman?’) als Ergebnis lang- 
 dauernder biologischer Untersuchungen mit, daB eine Diflerenz 
- yon 10—15°/, zwischen den Vitamin A-Gehalten von Milch und 
Butter besteht, und zwar in der Richtung eines Verlustes bei 
' der Ausrahmung und beim Kirnen. Wir haben chemische Be- 
' stimmungen an Buttermilch und Magermilch ausgefiihrt und dabei 
' im Winter) in Buttermilch etwa 12 LE. pro 100 ccm, in Mager- 
'wilch etwa 3 I.E. pro 100 ccm gefunden. Rechnet man auf Grund 


dieser Analysenzahlen und der Annahme eines Fettgehaltes von 


' rund 8°/, und einer Sahnemenge von 10°/,, so ergibt sich der 
| bei der Verarbeitung von 100 ccm Milch (mit 64 I.E. Vitamin A) 
'in Magermilch +- Buttermilch verbleibende Vitamin A-Anteil zu 


i 


3—4 [.., also 5—6°/,. Dieser Wert ist niedriger als der von 


; Sherman als Differenz zwischen Vollmilch und Butter angegebene, 
- und man muB wohl auch mit der Méglichkeit rechnen, dab beim 


Buttern, das ja eine ziemlich intensive Behandlung mit Luft ein- 
schliebt, gewisse Verluste durch Oxydation auftreten kénnen. 


' Im ganzen ist zu sagen, daB gewisse Verluste an A-Vitamin beim 


Ubergang von Milch in Butter als sicher festgestellt angesehen 
werden kénnen. GréBenordnungsmiibige Differenzen kénnen jedoch 
nicht ausschlieBlich durch diese Verluste erklirt werden. 

Solche gréBenordnungsmiBige Differenzen bestehen aber so- 
wohl zwischen unseren Ergebnissen und einem Teil der Angaben 
der Literatur als auch zwischen den Angaben der Literatur unter 
sich, wie aus den ‘l'ab. 1 und 2 zu ersehen ist. 

Zu den Werten der Tabelle ist noch zu bemerken, daB bei unseren 
Bestimmungen keine Korrektion fiir den Carotinoidgehalt der Milech vor- 
genommen ist (Carotinoide geben bekanntlich gleichfalls die Antimon- 
trichloridreaktion, wenn auch betriichtlich schwiicher als das Vitamin A). 
Den EinfluB dieser Korrektion diskutieren wir ausfiihrlich in einer spiiter 
erscheinenden Arbeit iiber Carotinoide und A-Vitamin im Serum. Man 
kann jedenfalls véllig sicher sein, jeden EinfluB der Milchcarotinoide auf 
den Antimontrichloridwert ausgeschaltet zu haben, wenn man annimmt, 
dab ° der Antimontrichloridreaktion vom Vitamin A selbst herriihren. 


Unsere Werte fiir Kuhmilch liegen also wesentlich héher als 
ein groBer Teil der Werte der Literatur, stimmen aber gut mit 
den neueren Angaben englischer Autoren (Coward und Morgan, 
Coward) tiberein. Wir méchten dies besonders deshalb hervor- 
heben, weil diese Angaben auf direkt an Milch durchgefiihrten 
Bestimmungen beruhen, wihrend bei allen Angaben iiber Milch, 
die auf an Butter durchgefiihrten Analysen beruhen, unkontrollier- 
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Tabelle 1. 
Kuhmilch. 
Gefunden = —_—. 
in 100cem Mileh Methode Sater 


in LE. 








—_——- 


Winter 15 Landbohejskolens forsegslabor. 
Sommer 30—42 Kopenhagen "*) 


Sommer bis 90 desgl. Statens Vitaminlabor. Kopenhagen 
Winter 46 


biologisch 


desgl. Morgan u. Pritchard '%) 


Sommer 82 
15—30 Absorption bei | Baumann u. Steenbock"’) 


328 mu 
21—66 desgl. Gillam u. Mitarbeiter‘) *) 
70 SbCl,-Reaktion de Haas u. Meulemans ") **) 
64 desgl. Meulemans ‘u. de Haas®*®) ***) 
~cenia a desgl. van Wijngaarden °) **) 
75—150 desgl. Neuweiler *?) 


120—600 | Methodik aus Refe-| De Caro u. Speier *') 
rat nicht ersichtlich 
120—600 | Methodik nicht | Waltner*’) 


























angegeben 
135 SbCl,-Reaktion -} Elison u. Moore **) 
292 biologisch Coward u. Morgan *) 
Sommer 700 
Winter 140 desgl. Coward ®°) 
150—300 | SbCI,-Reaktion | Willstaedt u. With (vorliegende Arb.) 
Tabelle 2. 
Menschenmilch. 
nr ie _— Methode Autor 
214 ‘| SbCl,-Reaktion | de Haas u. Meulemans“’) +) 
200—500 biologiseh Svensson ”°) 
150—600 SbCl,-Reaktion Willstaedt u. With 
Durchsehnittlich 300—450 desgl. Neuweiler') ++ 











*) Die Angaben der Originalarbeit sind in y Vitamin A gemacht. Wir 
haben bei der Umrechnung 1y = 2 LE. gesetzt. 
**) Diese Bestimmungen sind urspriinglich in Blaueinheiten (Lovibond) 
angegeben. Als Umrechnungsfaktor ist 1 L.B.U. = 6,4 LE. benutzt [vgl.")). 
***) Die Autoren geben 411.E. an, da sie urspriinglich den Wert 1 L.B.U. 
= 4,1 J.E. zur Umrechnung benutzt haben. Da sie jedoch spiter zum Um- 
rechnungsfaktor 1 L.B.U. = 6,4 LE. iibergegangen sind, haben wir den 
hierfiir korrigierten Wert hier eingesetzt. 
+) Milch von Europierinnen; bei eingeborenen Frauen (Batavia) werden 
viel niedrigere Werte (etwa 70 I.E.) gefunden. 
it) Neuweiler gibt Ratteneinheiten an, 1 Ratteneinheit = 3 I.E. 
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bare Faktoren eventuell mitspielen kénnen. Bei der Aufstellung 

' unserer Tabelle haben wir fiir die Umrechnung von Literatur- 

| werten von Butter auf Milch einen Fettgehalt der Milch von 3 °/, 

| yorausgesetzt, bei einem Fettgehalt der Milch von 4°/,, wie er 

in Dinemark jetzt haufig zu beobachten ist, wire z. B. der zweite 

der in der Tabelle fiir Kuhmilch angegebenen Werte in ,,bis 120“ 

' abzuindern und wiirde unter Beriicksichtigung der Tatsache, daB 

gen) @ beim Buttern etwa 10—15°/, Verlust an Vitamin A eintritt und 

_ daB der Blauwert nur zu etwa °/, durch das A-Vitamin bedingt 

wird, gréBenordnungsmaBig ebenfalls mit unseren chemischen Be- 

stimmungen (korrigierte Werte 110—220 I.E.) iibereinstimmen. 

Fiir Menschenmilch stimmen unsere Werte mit denen anderer 
Autoren durchwegs gut iiberein. 


Wir haben noch versucht, die Antimontrichloridreaktion nach vorauf- 
gegangener 10 maliger Verteilung zwischen Benzin und 90 °/,igem Methyl- 
alkohol vorzunehmen [Gillam und Joseph®’)], doch beobachteten wir 
dabei sehr starke Verluste (bis zu 90 °/, der mit Antimontrichlorid reagieren- 
den Substanz). 




































Zusammenfassung. 


Die Technik der Bestimmungen wird beschrieben. Die Kich- 
kurven fiir die colorimetrische Bestimmung des Vitamins A, wie 
sie sich aus den Angaben verschiedener Autoren ergeben, werden 

| verglichen. In Kuh- und Menschenmilch werden 15—50 y Total- 

\b) Me Carotinoide pro 100 ccm gefunden, die Carotinoide der Kuhmilch 

bestehen fast ausschlieBlich aus Carotin, wihrend in der Menschen- 

milch das Carotin nur etwa 20—30°/, der Totalcarotinoide aus- 

macht. ycopin konnte auch nach starker Belastung der Ver- 

suchspersonen mit Tomatenpiiree in der Milch nicht gefunden 

_@ werden. Im Chromatogramm der Carotinoide von Buttermilch 
4 ME Ist keine deutliche Carotinzone wahrzunehmen. 

&€§ Der Vitamingehalt von Kuhmilch wurde mit der Carr-Price- 

Reaktion im Sommer zu 150—300 LE., im Winter zu 60—100 LE. 

| pro 100 cem gefunden, in Menschenmilch wurden 150—600 I.E. 

Vir pro 100 cem gefunden. Die Resultate werden mit denen anderer 

Autoren verglichen. 
). & Herrn Prof. Dr. L. S. Fridericia méchten wir fiir die Unterstiitzung 


U. ' unserer Arbeit sowie fiir vielfachen Rat und Hilfe auch an dieser Stelle 
im @® wseren besten Dank aussprechen. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XX. 


Zur Kenntnis der enzymatischen Triosephosphorséure-Dehydrierung. 
Von 
Krich Adler und Gunnar Giinther. 


Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitiit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mirz 1938.) 


Die enzymatische Dehydrierung der Triosephosphorsiiure (und 
gwar der Glycerinaldehyd-3-phosphorsiure) ist eine Teilreaktion 
aller derjenigen Kohlenhydrat-abbauenden Vorgiinge, welche iiber 
Hexosephosphat verlaufen, wie Girung, Glykolyse und Atmung 
in vielen pflanzlichen und tierischen Zellen. Glycerinaldehyd- 
phosphorsiiure fungiert hierbei als Wasserstoffdonator fiir einen 
je nach dem Charakter dieser Abbauvorgiinge verschiedenen 
Acceptor, wie zB. Acetaldehyd oder Brenztraubensiiure. Die 
Wasserstoffiibertragung zwischen Donator und Acceptor erfolgt 
durch das Zusammenwirken zweier spezifischer Dehydrasen, deren 
gemeinsame dissoziable prosthetische Gruppe die Cozymase ist’). 
Wihrend nun die den Acceptor hydrierenden Enzyme und die 
Reaktionskinetik der ,,Acceptorsysteme“ schon recht gut bekannt 
sind, wei man iiber das ,,Donatorsystem“, das System der 'Triose- 
phosphorsiiure-Dehydrierung, bisher noch sehr wenig. Aus der 
latsache, daB bei der Oxydoreduktion der ‘Triosephosphorsiiure 
mit einem der genannten Acceptoren oder auch bei der Dis- 
mutation mit einem zweiten Molekiil Triosephosphorsiure (Dioxy- 
acetonphosphorsiure) 3-Phosphoglycerinsiiure entsteht, kann 
seloleert werden, daB die Dehydrierung der Glycerinaldehyd- 
phosphorsiiture nach der Gleichung 


Glycerinaldehyd-phosphorsiure 
(1) Triosephosphat- 
Bsns —— 1. oe morinell ’ * 
+ Col ini, Phosphoglycerinsiiure + CoH, 1 *) 
verliiuft. 

') a) Euler, Adler u. Kyrning, Diese Z. 242, 215 (1936); b) Adler 

u. Hughes, Diese Z. im Druck. 
‘) Col = Cozymase (Codehydrase I), CoH, I = Dihydro-cozymase. 
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Eine nahere Kenntnis dieser Reaktion ist nicht nur wiinscheys. 
wert im Hinblick auf ihre zentrale Stellung als Wasserstoff-liefernde 
Reaktion beim Kohlenhydratabbau, sondern auch deshalb, weil sich 
gezeigt hat, daB mit diesem Vorgang bzw. mit der oxydoreduktiyey 
Umsetzung des Triosephosphats die Veresterung von anorganischey, 
Phosphat mit Zucker in irgendeiner Weise gekoppelt ist”). Nach 
Versuchen von Kuler und Adler’®) ist auch die enzymatische Un. 
wandlung der beiden Codehydrasen I und II ineinander mit dey 
Triosephosphatumsatz verkniipft, und man kann vermuten, da 
der Veresterung von anorganischem Phosphat und dem Uber. 
gang Col= Coll gemeinsame Teilreaktionen zugrunde liegen, 
Man wird daher die Dehydrierung des Triosephosphats genau 
kennen miissen, um den Mechanismus der Koppelung zwischen 
derselben und der Veresterung von Phosphat exakt beschreiben 
zu kénnen. 

In der vorliegenden Arbeit werden einige Versuche iiber den 
Verlauf der Triosephosphat-Dehydrierung und ihre Beeinflussung 
durch verschiedene Faktoren mitgeteilt. Die Dehydrierung des 
Triosephosphats durch Cozymase in Gegenwart der spezifischen 
Apodehydrase wurde verfolgt durch die spektrophotometrische 
Messung der gebildeten Dihydro-cozymase*). Als Apodehydrase 
dienten Enzympriparate aus tierischem Gewebe (Gehirn) sowie 
aus Hefe. 

Das Studium der tierischen Triosephosphat-Dehydrierung ist, wie in 
der vorangehenden Mitteilung’») beschrieben wurde, erst méglich geworden 
durch die Darstellung des von Glycerophosphat-apodehydrase befreciten 
Enzyms aus Gehirn. Gegenwart von Glycerophosphat-apodehydrase bewirkt 
nimlich, wie friher bereits hervorgehoben wurde‘), eine rasche Reoxydation 
der durch Triosephosphat-Dehydrierung gebildeten CoH,, indem der labile 
Wasserstoff der letzteren auf ein zweites Molekiil Triosephosphat iibertragen 
wird (Triosephosphat-Dismutation). 


In Gegenwart des Gehirnenzyms 14B8t sich nicht nur die 
Hydrierung von Cozymase durch Triosephosphat, sondern, da das 
Enzym Lactico-apodehydrase enthilt, auch die Reoxydation der 
gebildeten CoH, durch Brenztraubensiiure beobachten. Somit ist 





*) Vgl. z. B. Lennerstrand, Biochem. Z. 289, 104 (1986); Dische, 
Enzymologia 1, 288 (1937); Schaffner, Diese Z. 248, 159 (1937); Meyer- 
hof, Schulz u. Schuster, Biochem. Z. 293, 309 (1937); Needham u 
Pillai, Biochemie. J. 31, 1837 (1937); Innes, Biochemie. J. 31, 1586 (1937). 

3) Diese Z. 252, 41 (1938). 

*) Vgl. z.B. H. von Euler, Ergebn. d. Physiologie 38, 1 (1936). 

4) Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1937). 
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hens. [F die oxydoreduktive Phase der Glykolyse als eine durch Cozymase 
ernde J bewirkte Verkniipfung zwischen zwei Dehydrasesystemen eindeutig 
| sich §% demonstriert. 

tiven Analog laBt sich mit der Dehydraselésung aus Hefe die 
chem (% Hydrierung der Cozymase durch Triosephosphorsiure und die 
Nach {— Dehydrierung der CoH, durch Acetaldehyd, d. h. das Zusammen- 


Um- J& spiel von Triosephosphorséure- und Alkohol-apodehydrase in der 
dem §& oxydoreduktiven Phase der alkoholischen Girung, nachweisen. 
dab Weiterhin zeigen die spektrophotometrischen Versuche jedoch, 
Jber. #F daB die Reaktion zwischen Triosephosphorsiure und Cozymase in 
gen, \ Gegenwart der Enzyme aus Gehirn oder Hefe nicht so einfach 
ena | sein kann, wie sie in Gleichung (1) dargestellt ist. In Analogie zu 
chen §% den bekannten Reaktionen, bei denen eine Aldehyd- zur Carboxyl- 
iben J gruppe dehydriert wird, nimlich der Dehydrierung von Glucose 
| zu Gluconsaiure®), sowie derjenigen von Hexosemonophosphorsaure 
den (™ zu Phosphohexonsiure®), sollte man auch hier erwarten, daf die 
sung Reaktion vollstaindig nach rechts abliauft, d. h. es sollte bei Uber- 
des J schuB an Trioseester die gesamte eingesetzte Cozymase hydriert 
then ™ werden. Der Versuch zeigt jedoch, daB stets nur ein Bruchteil der 
sche Cozymase in Dihydro-cozymase iibergeht. Man kiénnte daher 
rase zunichst annehmen, daB sich ein Gleichgewicht zwischen Co und 
wie [® CoH, sowie zwischen Triosephosphorsiure und Phosphoglycerin- 


siure einstellt, d.h., daB die in (1) dargestellte Reaktion um- 
| kehrbar ist. Es gelang jedoch in unserer Versuchsanordnung 


foes nicht, CoH, durch Phosphoglycerinsiiure in Gegenwart des Knzyms 
iten zu reoxydieren und somit die Reaktion von rechts nach links ver- 
irkt laufen zu lassen, auch wenn durch Zusatz von Dimedon ein Abfangen 
“ von eventuell gebildeter Triosephosphorsiiure vorgesehen war. 
ai Ks handelt sich also bei der enzymatischen Reaktion zwischen 
| Tnosephosphorsiure und Cozymase sicher nicht um eine einfache 
ie Gleichgewichtsreaktion vom Typus der Milchsiure-*) oder der 
” Alkohol-Dehydrierung’). Um einer Erklarung naherzukommen, 
ior haben wir nun die Abhingigkeit der Gleichgewichtslage, d. h. 
st des Hydrierungsgrades der Cozymase, von der Konzentration der 
Reaktionsteiinehmer, sowie von anderen Faktoren, etwas niher 
ai untersucht. 
F Ks zeigte sich, daB mit steigender Cozymasemenge die absolute 


u. Menge der maximal gebildeten CoH, zunimmt. Die Abhingigkeit 


*) Quibell, Diese Z. 251, 102 (1938). 
‘)) Warburg, Christian u. Griese, Biochem. Z. 282, 157 (1935). 
7). ‘! Euler, Adler u. Helistrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 
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von der Substratkonzentration war nicht so ausgepriigt. Anderun 
der Enzymkonzentration verursachte im System mit Gehirnenzyy 
lediglich eine Anderung der Hy drierungsgeschwindigkeit, aber 
bistne Anderung des Gleichgowichts, was dem Verhalten andere; 
Dehy drasesysteme entspricht*). Im System des Hefeenzyms wuchs 
jedoch der Anteil der CoH, mit steigender Enzymkonzentratioy, 
was darauf schlieBen liBt, daB auBer der Apodehydrase noch eine 
andere im Enzympriiparat enthaltene Komponente an der Reaktion 
beteiligt ist. 

Der EintiuB der Wasserstoffionenkonzentration ist im Prinziy 
derselbe wie bei den typischen reversiblen Dehydrasesystemen; dey 
Anteil hydrierter Cozymase wird gréBer mit steigendem p,,, d.h. das 
p,,-Optimum der Dehydrierungsreaktion liegt im alkalischen Gebiet 

Phosphationen haben einen ausgesprochen hemmenden Kin- 
fluB. Mit Gehirnenzym wurde nur eine Hemmung der Hydric. 
rungsgeschwindigkeit, mit Hefeenzym aber auch eine Herabsetzung 
des Hydrierungsgrades gefunden. 


Vor kurzem haben Meyerhof, Schulz und Schuster’) die 
Hydrierung der Cozymase durch Triosephosphorsiiure in Geger- 
wart eines Enzympriiparates aus Hefe [,,Protein B“ nach War- 
burg und Christian®] untersucht. Die Autoren fanden, dab 
in diesem einfachen System die Cozymase in nur sehr geringew 
MaBe hydriert wird, worauf die Reaktion zum Stillstand kommt, 
dab die Hydrierung jedoch weiterschreitet, wenn anorganisches 
Phosphat und ein Phosphatacceptor zugegen sind. Als solcher 
fungierte Adenosindiphosphorsiiure oder z. B. das System Adenosin- 
diphosphorsiure + Glucose. 


In unseren Versuchen mit Hefeenzym war der Hydrierungs- 
grad der Cozymase, wie schon erwihnt, nicht nur von Substrat- 
und Cozymasekonzentration und vom p,, abhangig, sondern - 
zum Unterschied von den bekannten Dehydrasereaktionen — 
auch von Enzym- und Phosphatkonzentration. Die von Meyer- 
hof und Mitarb.’) gemachten Beobachtungen iiber die Verschie- 
bung des Gleichgewichts durch Zusatz von Adenosindiphosphor- 
siure konnten wir auch mit unserem Enzympriiparat aus Hete 
bestaitigen. Bei den Versuchen mit Gehirnenzym dagegen wurde 
das Gleichgewicht Co ~-> CoH, weder durch Enzym- und Phos- 
phatkonzentration, noch durch Adenosindiphosphorsiiure beeinflubt. 


*) Vgl. z, B. Alkoholdehydrase, Anm. 7, und zwar S. 249. 
®) Biochem. Z. 239, 309 (1937). *) Biochem. Z. 287, 291 (1936). 
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fs ist daher anzunehmen, daB es sich bei dieser Gleichgewichts- 


‘reaktion um die reine, nicht mit Phosphatumsetzung gekoppelte 
Dehydrierung des Trioseesters handelt. Offenbar fehlen in dem 


Enzympraparat aus Gehirn die zur Phosphorylierung notwendigen 


| Enzyme. 


Von erheblichem Interesse ist die Wirkung von Arseniat im 
system der Triosephosphat-Dehydrierung. Die Beobachtung von 
Harden und Young”), daB Arseniatzusatz die an sich geringe 


' Geschwindigkeit der Hexosediphosphatvergiirung auf die Ge- 


schwindigkeit der Glucosevergirung erhéht, ist in neuerer Zeit 
insbesondere von Meyerhof und Mitarb. wiederholt studiert 
worden. Meyerhof, Kiessling und Schulz?’) zeigten kiirzlich, 


' daB mit ,,Protein B“ und Cozymase in Gegenwart von Arseniat 
die oxydoreduktive Umsetzung zwischen ‘Triosephosphat und 


Acetaldehyd rasch und vollstindig erfolgt, wahrend ohne Arseniat 


| die Oxydoreduktion an die gleichzeitige Gegenwart von Cophos- 


phorylase und Phosphat gebunden ist. Die Autoren schlieBen 
aus diesen Versuchen, daB bei der Giarung eine ,,Koppelung 
zwischen der raschen Reduktion der Cozymase und der Phos- 
phorylierung des Adenylsiuresystems“ bestehen miisse, welche 
durch Arseniat aufgehoben wird. 

Wir finden nun, daB in Gegenwart von Arseniat die Hydrie- 
rung der Cozymase nicht mehr bei einem Gleichgewicht stehen 
bleibt, sondern vollstiindig wird. Gleichung (1) verliuft also voll- 
stindig von links nach rechts, bei Uberschu8 an Trioseester wird 
die gesamte Cozymase in CoH, itibergefiihrt, ohne daB ein Phos- 
phatacceptor zugegen ist. Der beobachtete Effekt laBt, obwohl 
sein Mechanismus noch nicht erklirt werden kann, die beschleu- 
nigende Wirkung des Arseniats auf die Hexosediphosphat- 
Vergirung bzw. auf deren oxydoreduktive Teilreaktion verstehen. 
Er steht fernerhin im Einklang mit dem Befund von Schaffner 
und Mitarb. !*), wonach Arseniat die Phosphorylierung von Glucose 
aufhebt, welche ja ihrerseits mit der Triosephosphat-Dehydrierung 
gekoppelt ist. 

Wir untersuchten schlieBlich noch den EKinfluB von Fluorid 
und Jodacetat auf die Hydrierung der Cozymase durch Triose- 
phosphat. M/30-Fluorid bewirkte nur eine geringfiigige Ver- 


') Harden, Alcoholic Fermentation 1932. 
!) Biochem. Z. 292, 25 (1937). 
) Schaffner u. Berl, Diese Z. 2388, 111 (1936); Schiffner u. 


Krumey, Diese Z. 248, 149 (1936). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 11 
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schiebung des Gleichgewichts, was wohl so gedeutet werden dar 
daB eine itiber Phosphobrenztraubensiure verlaufende Reaktion de 
Phosphoglycerinséure am Zustandekommen des Gleichgewicht; 
nicht beteiligt ist. Jodessigsiure erwies sich als ein starkes Gif 
fir die tierische sowohl wie fiir die Hefe-Apodehydrase. Bereits 
m/1000-Jodacetat hemmt nach kurzer Incubation die Enzyme 
sehr weitgehend. MHierdurch ist zumindest ein Angriffspunkt — 
wenn nicht der Angriffspunkt — der Jodessigsiure bei de 
Glykolysehemmung festgelegt. Die Jodessigsiurehemmung de; 
alkoholischen Girung greift nach der Beobachtung von Dixon", 
die wir mittels der spektrophotometrischen Methodik bestiitigey 
konnten, auch an der Alkohol-apodehydrase an. Triosephosphat- 
und Alkohol-apodehydrase sind die einzigen bisher bekanntey 
Dehydrasen, die durch kleine Jodacetatmengen vergiftet werden, 
Die Versuche iiber die Jodacetathemmung der Dehydrasen werden 
in einer besonderen Mitteilung niher beschrieben werden. 


Versuche. 
I. Triosephosphat -Dehydrierung durch Gehirn-Enzym. _}):: 


Enzympriiparat, welches in den nachfolgenden Versuchen verwendet wurie, 
ist aus der Acetonfillung von wifrigem Gehirnextrakt in Anlehnung an 
die Angaben von Green, Needham und Dewan") [zur Darstellung der 
,Mutasen“ (Apodehydrasen)] gewonnen. Der Acetonpulverextrakt war 
6 Stunden durch Cellophan gegen Leitungswasser dialysiert und 10 Tage 
im Kiihlschrank gealtert. 

Die Enzymlésung war fre: von Glycerophosphat-apodehydrase. Vies 
wurde bewiesen: a) Durch den negativen Ausfall des Thunbergversuchs. 
b) Spektrophotometrisch wurde gezeigt, daB weder eine Hydrierung vou 
Cozymase durch Glycerophosphat noch eine Dehydrierung von Dihydro- 
cozymase durch Triosephosphorséiure [Hexosediphosphat?*)] in Gegenwart 
des Gehirnenzyms erfolgt. Die Abwesenheit der Glycerophosphat-apo- 
dehydrase war die Voraussetzung dafiir, dai bei der Hydrierung von 
Cozymase durch Triosephosphat Dihydro-cozymase sich anhiufen konnte. 


1. Der Grundversuch. In Fig. 1 (Kurve J) ist der Ver- 
lauf der Cozymasehydrierung durch Triosephosphat wiedergegeben. 


Die Induktionszeit ist darauf zuriickzufiihren, dab wir nicht freie: 
Triosephosphat, sondern Hexosediphosphat als Substrat verwendeten, und 
daB bei der offenbar geringen Konzentration von Zymohexase, die mit der 
Enzymlésung in den Versuchsansatz gelangt, einige Minuten bis zur Bil- 
dung einer ausreichenden Menge Glycerinaldehydphosphorsiure vergelen. 
DaB diese Erklirung zutrifft, ergibt sich daraus, da8 die Induktionsperiode 

13) Nature 140, 806 (1937). 

'4) Biochemie. J. 31, 2827 (1937). 

*) Adler, Euler u. Hughes, Diese Z. 252, 1 (1988). 
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dart fast vollsténdig verschwindet, wenn Enzym und Hexosediphosphat zuerst 
mn der vemischt und 15 Minuten stehen gelassen werden, bevor die Cozymase zu- 
re | vesetzt wird. Wird dagegen die Cozymase zuerst mit dem Enzym 15 Minuten 
vichts - sneubiert und das Hexosediphosphat hierauf zugesetzt, so tritt die Induktions- 
8S Gift periode auf, 





crelts Die Hydrierung der Cozymase verliuft, wie Kurve J weiter- 
on | hin zeigt, bis zu einem Gleichgewicht, bei dem unter den 
ct 
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war Fig. 1. 
‘age Hydrierung von Cozymase durch Triosephosphat in Gegenwart der Apodehydrase aus 
Gehirn. — Abhingigkeit des Gleichgewichts von der Cozymasemenge. 
iF | Die Karven stellen den durch die Bildung der Dihydro-cozymase hervorgerufenen Zuwachs 
we | der Extinktion bei 4 = 334 mu dar. Bei den Angaben der Versuchsmischung zu den Kurven 
chs, , der Fig. 1 und der folgenden Figuren sind die Komponenten in der Reihenfolge geordnet, 
Von | wie sie in die Absorptionskiivette einpipettiert wurden. Cozymase wird als letzte Komponente 
iro- ei der Zeit O Minuten zugesetzt. —- Kurve I: 2,1 ccm Wasser, 0,5 ccm m/2-Phosphatpuffer, 
iy = 7,5, 0,1 cem K-Hexosediphosphat (0,7 mg P), 0,1 ccm Gehirnenzym, 0,2 ccm Co- 
art zvmmase (0,2 mg). Bei a Zusatz von 0,05ccm m/10-Na-Pyruvinat. — Kurve II: wie I, jedoch 
po- 0,4 mg Cozymase. — Kurve ITI: wie I, jedoch 0,6 mg Cozymase. 
von 
ite. J angewandten Bedingungen 30°/, der eingesetzten Cozymase als 
e- — Dihydro-cozymase vorlagen. 
‘l Einige der als méglich erscheinenden Ursachen fiir das Auftreten 
ies ' dieses Gleichgewichtes kénnen leicht ausgeschlossen werden. So z. B. die 
nd | YVorstellung, daB der Cozymase-Hydrierung eine Dehydrierung durch Uber- 
ler @—& ‘tragung des Wasserstoffs auf Dioxyacetonphosphorsiiure entgegenwirke; 
i- §% die hierzu notwendige Glycerophosphat-apodehydrase ist ja im Enzym- 
Nn. | priparat nicht enthalten. Man kénnte sich ferner denken, daf die als 
de | Reaktionsprodukt auftretende Phosphoglycerinsiiure sich —unter derAnnahme, 
| dab die dazu erforderlichen Enzyme in unserem Dehydrasepriparat ent- 
halten wiiren — langsam zu Brenztraubensiure umlagert, welche einen 


konstanten Anteil der gebildeten Dihydro-cozymase verbraucht. Diese 
Reaktion miiBte jedoch durch Fluorid aufgehalten werden, und Zusatz von 
11* 
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Fluorid miiBte demnach eine volistiindige Hydrierung der Cozymase zy; 
Folge haben. In Wirklichkeit erwies sich Natriumfluorid jedoch ohne 
nennenswerten Einflu8 auf den Verlauf der Cozymasehydrierung (vgl. Fig. 3) 

Das auftretende Gleichgewicht kann auch nicht einfach dure} 
Gleichung (1) beschrieben sein, da sonst zu erwarten wire, da 
Zusatz von Phosphoglycerinséure ein Verschwinden von Dihydro. 
cozymase bedingt. Zusatz von Phosphoglycerinsiure bewirkte 
jedoch mit unserem Enzym weder eine Zuriickdringung de; 
Gleichgewichtes noch eine Dehydrierung von Dihydro-cozymase 
allein, auch wenn im letzteren Falle Dimedon zugesetzt wurde, 
um eventuell gebildete Triosephosphorsiure abzufangen und das 
Gleichgewicht nach links zu verschieben. Die von Green, 
Needham und Dewan") kiirzlich beschriebene Oxydoreduktion 
zwischen Milchsiure und Phosphoglycerinsiure, bei  welcher 
letztere zu Triosephosphorsaure reduziert wird, ist ein mit Phos. 
phatumsetzung gekoppelter komplizierter ProzeB, und es ist wahr- 
scheinlich, daB die Enzyme der Phosphorylierung bzw. Dephos- 
phorylierung in unserem Dehydrasepraparat nicht enthalten sind, 

Mit dem Gehirnenzym kommt auch die von Meyerhof und 
Mitarb.*) bei Versuchen mit Hefeenzym beschriebene Erhéhung 
der Cozymasehydrierung durch Zusatz eines Phosphatacceptors 
nicht zustande. Ein Zusatz von Adenosindiphosphorsiure ‘nderte 
in unseren Versuchen weder die Geschwindigkeit noch den Grad 
der Hydrierung, noch die Unabhingigkeit des Gleichgewichtes 
von der Phosphoglycerinsiuremenge. 

srenztraubensaure, der Versuchsmischung nach Erreichung 
des Gleichgewichts zugesetzt, bewirkt einen unmittelbaren Abfall 
der Extinktion, dessen Gréfe einer vollstindigen Reoxydation der 
Dihydro-cozymase entspricht (vgl. Kurve J, Fig. 1). Dieser Ver- 
such demonstriert das Zusammenwirken von Triosephosphat- und 
Lactico-dehydrase bei der oxydoreduktiven Phase der Glykolyse. 

2. Einflu8 der Konzentration der Reaktionsteil- 
nehmer. Fig. 1 zeigt den EKinflub der Cozymase-Konzentration 
auf Hydrierungsgeschwindigkeit und Gleichgewicht. Die absolute 
Menge der maximal gebildeten Dihydro-cozymase wichst mit 
steigender Menge Cozymase, der prozentuelle Hydrierungsgrad 
nimmt ab: Von 0,2 mg eingesetzter Co werden 30°/, hydriert, 
von 0,4 mg 25°/,, von 0,6 mg 22°/.. 

Die Hexosediphosphat-Konzentration scheint von 
geringerem EinfluB zu sein; in einem Versuch, der annihernd 
dem zu Fig. 1, Kurve J, entsprach, war der Hydrierungsverlaut 
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nur sehr wenig verschieden von demjenigen eines Parallelversuchs, 
jer nur die Halfte der Hexosediphosphatmenge enthielt. 

Das Kurvenpaar JJI und IV in Fig. 2 la8t den EinfluB der 
Enzymkonzentration erkennen. In Versuch IV, welcher nur 
halb soviel Enzym enthilt wie JJJ, ist die Induktionszeit ver- 
lingert, die Hydrierungsgeschwindigkeit kleiner, die Lage des 
Gleichgewichts jedoch dieselbe wie in Versuch III. 

3. pp-Abhangigkeit. In Fig. 2 ist der Hydrierungsverlauf 
bei 3 verschiedenen p,,- Werten (Kurve J, IJ, JI) dargestellt. Wie 
bei allen bekannten Dehydrasen steigen sowohl Hydrierungs- 
veschwindigkeit wie Anteil an CoH, mit zunehmendem p,,. 


a ae 


uy i 
/ 





Fig. 2. Fig. 3. 


Fig. 2. Abhangigkeit der Cozymasehydrierung von p,;; und von der Enzymmenge. 
Versuchsansitze fiir Kurven I, II und III: 1,9 ccm Wasser, 0,5 ccm m/2- Phosphatpuffer 
von verschiedenem py, 0,2 com Hexosediphosphat (1,4 mg P), 0,1 ccm Gehirnenzym, 0,3 ccm 

Cozymase (0,3 mg). -—- Kurve 1V: wie III, jedoch nur 0,05 ccm Enzym. 
Fig. 3. Einflu8 von Phosphat, Fluorid und Jodacetat auf die Cozymasehydrierung. 


Kurve I: 1,4 com Wasser, 1,0 ccm m/2-Phosphatpuffer, p;; = 7,5, 0,2 com Hexosediphosphat, 

.lecm Gehirnenzym, 0,3 ccm Cozymase (0,3 mg). —- Kurve II: wie I, jedoch nur halbe 

Phosphatmenge. — Kurve III: wie II, jedoch mit m/30-NaF. — Zu den Jodacetatversuchen 

wurde das Enzym 20 Minuten bei Zimmertemperatur mit Jodacetat in Konzentrationen von 

m/10000 (Kurve IV), m/3000 (Kurve V) und m/1000 (Kurve VI) incubiert. Versuchsansatze 
im tibrigen wie zu Kurve I. 


4. Phosphathemmung. In Fig. 3 zeigt Kurve J einen 
Versuch, bei welchem die Phosphatkonzentration 0,17 molar ist. 
Im Versuch zu Kurve JJ ist sie nur 0,08 mol. Man sieht, dab 
die Hydrierungsgeschwindigkeit bei der kleineren Phosphat- 
konzentration gréBer ist, daB aber in beiden Fallen das gleiche 
Hydrierungsgleichgewicht erreicht wird. 


H. Theorell'*) hat bei der Dehydrierung der Hexosemonophosphor- 
siure ebenfalls eine Phosphathemmung beobachtet. Es sei hier bemerkt, 


**) Biochem. Z. 275, 416 (1935). 
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rung deutlich in Erscheinung tritt, woraus hervorgeht, daB die Phosphat 


hemmung tatsiichlich an der eigentlichen Dehydrasereaktion angreift. f; 
ist naheliegend, anzunehmen, daB die Phosphathemmung der Triosephosphat. 
und der Hexosemonophosphat-Dehydrierung auf die gleiche Ursache, yer. 
mutlich eine Verdringung des Substrats, zuriickzufiihren ist. Auch eine 
Verdriingung des Co-Enzyms kénnte in Betracht gezogen werden, ist ale; 


weniger wahrscheinlich, weil bei anderen Dehydrasen, z. B. der Alkoho! 
dehydrase, eine soleche Hemmung nicht gefunden wurde. 


5. Kinflu8 von Fluorid und Jodacetat. m/30-NaFk er. 
hoht den Anteil der maximal gebildeten CoH, um etwa 12°. 
wie aus dem Vergleich der Kurven JJ und J/J in Fig. 3 her. 
vorgeht. 

Kurven IV, V und VJ derselben Figur, die mit Kurve J ver. 
gleichbar sind, zeigen die Hemmung der Triosephosphat-Dehydri:- 
rung durch Jodessigsdéure. 20 Minuten lange Incubation des Enzyis 
bei Zimmertemperatur mit Jodessigsiure in einer Konzentration 
von m/3000 hemmt bereits: sehr betriichtlich, m/1000-Jodessiy- 
siiure vergiftet fast vollstindig. In besonderen Versuchen wurde 
festgestellt, daB die Jodacetathemmung an der Enzymkomponente, 
nicht an einem anderen Bestandteil des Systems angreift uni 
ferner, daB die Vergiftung des Enzyms eine Zeitreaktion ist. 


II. Triosephosphat-Dehydrierung durch Hefeenzym. In dev 
meisten Versuchen dieses Abschnitts wurde ein Enzym-Trockenpriiparat 
verwendet, welches durch Acetonfillung aus Hefemacerationssaft gewonnen 
war, wie friiher beschrieben’). Bisweilen wurde auch ,,Protein BY nach 
Warburg und Christian®) angewandt, dessen Darstellung sich prinzipiel! 
von der unserer Acetonfillung nicht unterscheidet. 

1. Grundversuch. Unter ungefaihr gleichen Versuclis- 
bedingungen wie bei der Triosephosphat-Dehydrierung mit dem 
Gehirnenzym erfolgt, wie Fig. 4 zeigt, auch mit dem Hefeenzym 
eine teilweise Hydrierung der Cozymase, wie wir schon friiher’) 
beobachtet haben. Das Gleichgewicht wird jedoch auch hier 
durch Phosphoglycerinsiurezusatz nicht verschoben. [In dem 
friiher*) mitgeteilten Versuch hatte Phosphoglycerinsiure einen 
langsamen Riickgang der Dihydro-cozymase verursacht; dieser 
Effekt lieB sich seither nicht mehr reproduzieren. | 

Die von Meyerhof’) entdeckte Steigerung der Cozymase- 
hydrierung durch Adenosindiphosphorsdéure und die Hinstellung 
eines neuen Gleichgewichts erfolgt, wie aus Fig. 4 hervorgelt. 
auch mit unserem aus Acetontrockenpulver gewonnenen Enzyt. 







dab diese Hemmung, die von Theorell an der GréBe der Sauerstog. 
aufnahme im vollstindigen System (mit Flavinenzym) gemessen wurde 
auch bei der spektrophotometrischen Messung der Codehydrase II-Hydrie. 
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2. p,-Abhangigkeit. Steigendes p,, erhéht den Hydrie- 


: rungsgrad im Versuch ohne Adenosindiphosphorsiure; die bei 
' Zugabe der letzteren eintretende zusitzliche Hydrierung wird 
jedoch kleiner mit steigendem p,, (vgl. Kurven J, IJ, III in Fig. 4). 


334 mu 
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Fig. 4. 


Hydrierung von Cozymase durch Triosephosphat in Gegenwart des Hefeenzyms. 
FinfluB von Adenosindiphosphorsiure-(ADP-), Cozymase- und Substratmenge. 
Pu Abhingigkeit. 


Kurve f, I und III: 2,9 cem Wasser, 0,5 ccm m/2-Phosphatpuffer von verschiedenem py, 
0,1 ccm Hexosediphosphat (0,7 mg P), 0,2 ccm Enzymlésung (0,1 ¢ Acetonfallung L IT aus 
Lebedewsaft) in 5 cem Wasser, von Ungeliéstem abzentrifugiert), 0,3 ccm Cozymase (0,3 mg). 
Nach Erreichung des Gleichgewichts wurden (bei y) 0,2ccm ADP (entsprechend 0,2 mg 
Ba-Salz, mit Na,SO, umgesetzt) zugefiigt. —- KurvelV: wie Kurve III, jedoch 0,5 ccm 
Hexosediphosphat. — Kurve V: wie Kurve III, jedoch 0,6 mg Cozymase. 


3. EinfluB der Konzentration der Reaktionsteil- 
nehmer. Erhéhung der Cozymase-Konzentration bewirkt, wie 
ein Vergleich der Kurven JIJ und V (Fig. 4) zeigt, eine Ver- 
mehrung der Dihydro-cozymasemenge. Weniger ausgesprochen 
ist diese jedoch bei Erhdhung der Hexosediphosphat- 
Konzentration (vgl. Kurve JJJ und IV in Fig. 4). Bei den Ver- 
suchen mit Hefeenzym trat iibrigens die beim Gehirnenzym beob- 
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achtete Induktionsperiode nicht auf, ein Zeichen dafiir, dag 
ersteres viel mehr Zymohexase enthilt. 

Der EHinflu8 der Enzymkonzentration, der sich ay 
Fig. 5 ergibt, 4uBert sich im Gegensatz zu den Versuchen mit 
Gehirnenzym in einer Verinderung der Gleichgewichtslage. 


4, EinfluB von Mangan (I])-ionen. Fig.5 zeigt auBerdem, 
daB die mit Adenosindiphosphorsiure verkniipfte zusitzliche Hydric. 
rung durch Manganosalz gesteigert, d. h., daB das Gleichgewicht 
zugunsten der Dihydro-cozymase verschoben wird. Bemerkens. 
werterweise konnte bei diesen Versuchen das Mangan nicht durch 
Magnesium ersetzt werden, wie es bei anderen Phosphorylierungs. 
systemen der Fall war’). Vielleicht laft sich durch eine genauere 
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Fig. 5. Fig. 6. 
Fig. 5. Einflu8 der Enzymmenge. -- Manganwirkung. 

Kurve I: Versuchsansatz wie zu Kurve III in Fig. 4. Kurve II: wie 1, jedoch halbe Enzym- 


menge. Kurve II1t: wie IJ, plus 0.1 mg MnSO,. Pfeile bedeuten Zusatz von 0,2 ccm ADP 


Fig. 6. Phosphathemmung. 
Kurve I: 0,25 ccm m/2-Phosphatpuffer, py = 7,6, 0,2 com Hexosediphosphat, 0,1 cem Enzym 
(,,Protein B‘‘ aach Warburg u. Christian), 0,2 ccm Cozymase, mit Wasser auf 4,0 ccm 
erganzt. Kurve II: wie I, jedoch 1,0ccm Phosphat. —- Kurve III: wie I, jedoch 3,0 ccm 
Phosphat. Pfeile bedeuten Zusatz von 0,2 ccm ADP. 


Untersuchung hier ein spezifischer Angriffspunkt des Mangans 
erkennen. 

D. Phosphathemmung. Die Hydrierung der Cozymase 
sowohl in Abwesenheit wie nach Zusatz des Adeninnucleotids 
wird durch Phosphationen stark gehemmt, wobei sowohl Ge- 
schwindigkeit wie Hydrierungsgrad herabgesetzt werden, wie 
aus Fig. 6 hervorgeht. 


i) Uber Manganwirkung in anderen Systemen der Girung und 
Phosphorylierung vgl. a) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 287, 291 
(1936); b) Ohlmeyer u. Ochoa, Naturw. 25, 258 (1937); ¢) Euler, 
Adler, Giinther u. Vestin, Diese Z. 247, 127 (1987); d) Ohlmeyer w. 
Ochoa, Biochem. Z. 293, 338 (1937). 
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Eigentiimlicherweise erwies sich die Geschwindigkeit der Triose- 


phosphat- Dehydrierung, gemessen an der Methylenblauentfirbung nach 
| Erginzung des Systems durch Flavinenzym, in gerade umgekehrter Weise 
| abhingig von der Phosphatkonzentration. In einer Reihe von 5 Versuchen, 
bei denen die Phosphatkonzentration zwischen m/80 und m/6 variierte, 
' yerminderte sich die Entfirbungszeit von 70 auf 5,5 Minuten; kleine 
' Anderungen im py, die durch die Anderung der Phosphatmenge bedingt 
' waren, konnten keinesfalls fiir die drastische Beeinflussung der Reak- 
' tionsgeschwindigkeit verantwortlich sein. Die Alkoholdehydrierung mit 


dem gleichen Enzympriaparat zeigte weder im Thunbergversuch noch im 
spektrophotometrischen Versuch eine so ausgeprigte Beeinflussung durch 


Phosphat. 


6. EinfluB von Arseniat. Zusatz von Arseniat bewirkt 
eine vollstandige Hydrierung der eingesetzten Cozymase (Fig. 7), 


| gleichgiiltig, ob Adenosindiphosphorsdure zugegen ist oder nicht. 
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Fig. 7. Fig. 8. 
Fig. 7. Arseniatwirkung. 


Kurve I: 0,5 cem m/2-Phosphatpuffer, py = 7,5, 0,1ccom Hexosediphosphat, 0,2ccm Enzym 

(aus Acetonfallung LIT), 0,3 cem Cozymase (0,3 mg), mit Wasser auf 4,0 ccm erganzt. Bei y 

dusatz von 0,25 ccm ADP. — Kurve II: wie 1, plus 0,4 ccm 0,1 m-Na-Arseniat, ohne ADP. 
Bei Zusatz von Acetaldehyd (bei a) wird die gesamte CoH, reoxydiert. 


Fig. 8. Jodacetathemmung. 


Kurve I: 0,5 cem m/2-Phosphatpuffer, py = 7,6, 0,2 com Hexosediphosphat, 0,1 com Enzym 

Protein B‘‘), 0,3 cem Cozymase (0,3 mg), mit Wasser auf 4,0 ccm erganzt. — Kurve IT: 

wie J, jedoch Enzym vor dem Versuch mit m/1000-Jodacetat 20 Minuten bei 30° incubiert. 
Pfeile bedeuten Zusatz von 0,3 ccm ADP, entsprechend 0,6 mg Ba-Salz. 


7. KinfluB von Natriumfluorid und Jodessigsaure. 
Fluorid bewirkt wie beim Gehirnenzym nur eine geringfiigige Er- 
hihung des Hydrierungsgrades, wahrend Jodessigsiure ein starkes 
Gift fiir die Apodehydrase ist (Fig. 8). 
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Diskussion. 


Die bisher bekannten Dehydrasereaktionen, die durch (\. 
dehydrase-bedingte Enzyme bewirkt werden, kénnen in 2 Gruppen 
eingeteilt werden, naimlich 

eine Gruppe, bei der die Reaktion*) 
; Apo- 
as << 6. oe, 
dehydrase 
reversibel ist ([ypus Alkohol- oder Milchsiiuredehydrase), und 
eine zweite, bei der diese Reaktion nicht reversibe! ist 
([ypus Hexosemonophosphat-Dehydrierung). 


Bei den reversiblen Systemen stellt sich ein Gleichgewicht 


ein, welches abhangig ist von der Konzentration der Komponenten, 


vom p,, und der Temperatur, bei den irreversiblen Systemen ver- 
lauft die Reaktion nur in der Richtung von links nach rechts. 

Die Triosephosphat-Dehydrierung unterscheidet sich von dieser 
beiden Gruppen dadurch, daB sie zwar unvollstandig verliuft und 
bei einem Gleichgewicht stehen bleibt, daB letzteres jedoch nicht 
von der Konzentration des Dehydrierungsproduktes, der Phospho- 


glycerinsiure, beeinfluBt wird. Man wird daher eher von einer 


Blockierung der Reaktion (durch einen noch nicht bekannten 
Faktor) als von einem echten Gleichgewicht sprechen miissen. 
Die Blockierung wird aufgehoben entweder, wie Meyerhof und 
Mitarbeiter®) gezeigt haben, durch Koppelung mit einer Phos- 
phorylierung (oder Umphosphorylierung?), wobei Adenosindiphos- 
phorséure als primarer Phosphatacceptor fungiert oder, wie in 
der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, durch die Gegenwart you 
Arseniat. 

Um zu einer Erklirung des Hydrierungsgleichgewichts zu kommen, 


kénnte man unter anderem — wenigstens als Arbeitshypothese — io 
nehmen, da die Dehydrierung nicht an der Aldehydgruppe der Glycerin 


aldehydphosphorsiure, sondern an der mittelstindigen GHOH-Gruppe ein 
; 


setzt, so daB primiir nicht Phosphoglycerinsiure, sondern Phospho-ox) 
methylglyoxal entsteht, welches erst sekundir durch Hydratisierung (intra- 
molekulare Oxydoreduktion) in Phosphoglycerinsiiure tibergeht. Die primiire 
Reaktion wiire analog der Milchsiéuredehydrierung sicher eine Gleich 
gewichtsreaktion und ihre Annahme wiirde daher die unvollstindige Hydrie 
rung der Cozymase erkliren; der sekundire Ubergang in Phosphoglycerin 
siiure sollte dann die mit der Phosphorylierung gekoppelte Reaktion sein 
und Arseniat miiBte ihn katalysieren. Experimentelle Anhaltspunkte fiir 
eine soleche Hypothese fehlen jedoch noch villig. 


*) SH, = Substrat, S = Dehydrierungsprodukt. 
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Euler und Adler*) haben im Zusammenhang mit den Ver- 
suchen iiber die enzymatische Umwandlung von Codehydrase I 
in IL. die tibrigens durch neuere priparative Versuche erginzt 
worden sind, auf die Moéglichkeit einer Phosphorylierung der 
Dihydro-cozymase, in Koppelung mit der T'riosephosphat-Dehydrie- 
rung, hingewiesen. Es wurde dort die Vorstellung diskutiert, dab 
Dihydro-cozymase hydrolytisch in die beiden Mononucleotide 
baw. in Dihydropyridin-ribosid und Adenosindiphosphorsiiure zer- 
falle, worauf die letztere phosphoryliert werden kénne. Wenn 
die Spaltstiicke mit den intakten Dihydro-codehydrasen im Gleich- 
gewicht stehen, so kann bei der nachfolgenden Dehydrierung 
Codehydrase II neben Cozymase auftreten. Ktwa_ gleichzeitig 
haben Ostern und Mitarbeiter '’) im AnschluB an die von ihnen 
aufgefundene Phosphorylierung des Adenosins eine ganz ihnliche 
Vorstellung erwogen, die darauf hinausgeht, daB im Muskel 
Dihydro-cozymase durch ,,Phosphorolyse“ in das Dihydropyridin- 
nucleotid und Adenosindiphosphorsiure gespalten, und daB nach 
Umphosphorylierung der letzteren sowie nach Dehydrierung Co- 
zymase zuriickgebildet werde. In Hefe sollte nach Ostern durch 
Hydrolyse Dihydropyridin-nucleotid und Adenylsiure entstehen; 
letztere sollte zu Adenosin dephosphoryliert werden, worauf dieses 
mit anorganischem Phosphat verestert und die beiden Nucleotid- 
hilften unter gleichzeitiger Dehydrierung wieder zu Cozymase 
zusammengefiigt werden. 

Es soll jedoch darauf hingewiesen werden, dab diese Hypo- 
thesen nicht dem eigentiimlichen Umstand Rechnung tragen, dab 
die Koppelung von Cozymasehydrierung und Phosphorylierung 
nur im System der Triosephosphat-Dehydrierung und nicht etwa 
bei beliebigen Cozymase-hydrierenden Vorgingen erfolgt. Man 
wird also annehmen diirfen, daB in irgendeiner Weise Substrat 
oder Reaktionsprodukt der Triosephosphat-Dehydrierung an der 
mit ihr gekoppelten Phosphorylierung teilnehmen. 

Ks wurden, wie bereits erwihnt*), auch Versuche dariiber 
angestellt, ob mit der Hydrierung der Cozymase durch Triose- 
phosphat und Hefeenzym, eventuell in Gegenwart von Adenosin- 
diphosphorsiure, eine Bildung von Codehydrase II einhergeht; 
diese Versuche verliefen jedoch negativ. Fiir einen Zusammen- 
hang zwischen Cozymase-Hydrierung durch Triosephosphat und 
Cozymase-Phosphorylierung (Umwandlung in Co II) spricht jedoch 


8) Ostern, Baranowski u. Terszakoweé, Diese Z. 251, 258 (1938). 
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der Umstand, daB der letztere Vorgang durch Arseniat gehemn; 
wird. (Unveréffentlichte Versuche.) Die Umwandlung bedarf viel. 
leicht besonderer Enzyme, die zwar in der zu den Umwandlung:. 
versuchen verwendeten Apozymase, aber nicht im isolierten De. 
hydrasepraparat enthalten sind. 


Zusammenfassung. 


1. Cozymase wird durch Triosephosphorséure in Gegenwar 
von T'riosephosphorsiiure-apodehydrase zu Dihydro-cozymase reiu. 


ziert, wobei sich ein Gleichgewicht einstellt. Es wurden Enzym § 


aus Gehirn und aus Hefe verwendet. 

2. Das Gleichgewicht zwischen Cozymase und Dihydr. 
cozymase im System der Triosephosphat-Dehydrierung ist abhiingi: 
von der Cozymasekonzentration und vom p,,. Es wird jedoc 
nicht beeinfluBt durch Phosphoglycerinsiure und kann deshal) 
nicht durch die einfache Gleichung (1) beschrieben sein. 

3. Das Gleichgewicht wird — wie Meyerhof und Mitarbeiter 
fanden *) — durch Adenosindiphosphorsiure zugunsten der Dihydro- 
cozymase verschoben, d. h. die Hydrierung der Cozymase ist mit 
einer Phosphorylierung gekoppelt. In Gegenwart von Arseniat 
stellt sich iiberhaupt kein Gleichgewicht ein, sondern die Cozymas 
wird bei UberschuB an Substrat vollstiindig hydriert, gleichgiiltig 
ob Adenosindiphosphorséure zugegen ist oder nicht. 

4. Jodessigsiure in geringer Konzentration sowie gréBer 
Mengen Phosphat hemmen die Triosephosphorsdure-Dehydrierung 
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Ungs. 
| De fF Das Leukokeratin und die Chromoproteide des Menschenhaares. 

Von 

Zdenko Stary und Richard Richter. 
Mit 1 Figur im Text. 

Wart 
redu- 
zvine i (Aus dem Medizinisch-chemischen Institut und aus der Dermatologisthen Klinik 
yme der Deutschen Universitit in Prag.) 

(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Miirz 1938.) 
y dro. 
ing: & = 
doch i Das Material, aus dem die Haare und die Nigel des Menschen, 


shalh (@ ferner das Fell, die Hufe und die Horner der Siiugetiere bestehen, 
' wurde bisher sowohl bei rein chemischen als auch bei physikalisch- 
| chemischen und biologischen Fragestellungen immer als eine ein- 


el 

me | heitliche Substanz aufgefaBt. Man begniigte sich im allgemeinen 
mite damit, die einzelnen ,,Keratine* nach ihrem biologischen Vor- 
niat (| kommen zu unterscheiden und zu benennen, wobei in der Regel ohne 
nase | Weiteres vorausgesetzt wird, daB es sich wenigstens bei diesen Unter- 
‘iltic | arten der Keratingruppe um einheitliche, durch ihren hohen Cystin- 


| gehalt, Unléslichkeit usw. wohlcharakterisierte Korper handelt. 
Ber ie Trotzdem handelt es sich bei den Keratinen sicher nicht 
' immer um einheitliche Substanzen, sondern vielfach um Komplexe, 
die nur deswegen bisher nicht in einzelne Komponenten aufgeteilt 
_werden konnten, weil sie unléslich sind. Versuche, eine fraktio- 
nierte Lésung von Keratinen durchzufihren, scheiterten meist 
daran, daB immer dann, wenn man Keratine zu lésen, bzw. zu 
fraktionieren versuchte, ein recht weitgehender Abbau notwendig 
wurde. Da dabei auch aus einheitlichem Material die verschie- 
densten Abbauprodukte entstehen kénnen, wird die Entwirrung 
eines solehen Gemisches fast aussichtslos und ein RiickschluB 
auf den Aufbau des natiirlichen ,,Keratins“ nicht méglich. Ins- 
_besondere gilt dies fiir Fraktionierungsverfahren, bei denen so 
' eingreifende Reagentien wie rauchende Salpetersiiure, konzentrierte 
| Schwefelsiture und hnliches, die auBer Hydrolyse noch andere 
_ tiefgehende Veriinderungen bewirken, verwendet werden. Es kann 
_ keinem Zweifel unterliegen, da z.B. die von Unna!) mit rauchender 


ung. 


') P.G. Unna u. L. Golodetz, Monatshefte f. prakt. Dermatol. 44, 
i (1907); 47, 62 (1908). 
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Salpeterséure erhaltenen sogenannten A-, B-, C-Keratine yj 
Hornalbumosen bereits weitgehend, und zwar nicht nur hydr. 
lytisch verinderte Abbauprodukte der urspriinglichen Hornsubstay; 
darstellen. Dagegen gelingt es, wie im folgenden gezeigt werde 
soll, verhiltnismaBig leicht durch verdiinnte kalte Natronlany 
aus natiirlichen ,,Keratinen‘ Fraktionen abzuspalten, die sich jy 
ihrer chemischen Zusammensetzung und in ihrem physikalische 
Verhalten von dem iibrigen gegen verdiinnte kalte Lauge resistep. 
teren Rest scharf unterscheiden. Behandelt man z. B. braunes 
oder schwarzes menschliches Haar mit verdiinnter kalter Natron. 
lauge, so quillt das Haar zwar auf, die braune Haarsubstan 
bleibt jedoch vollig ungelést. Die iiberstehende farblose Fliissig. 
keit gibt jedoch bereits nach kurzer Zeit positive EiweiBreaktionen, 
Wird diese Lésung vom Ungelésten rasch abgetrennt und di 
alkalische Reaktion durch Einleiten von Kohlensiure abgestumpt, 
so kann ein Weitergehen der Hydrolyse verhindert werden. Wird 
nun das Ungeléste neuerlich mit verdiinnter kalter Natronlaug 
behandelt, so kénnen nach und nach weitere Anteile eines farb. 
losen EKiwei8kérpers von der braunen Haarsubstanz getrennt 
werden, ehe der braune Haarrest in Lésung zu gehen beginnt. 
Der auf diese Weise von der braunen Haarsubstanz abgetrennte 
Kiweibkérper ist voilkommen farblos und kann durch Zusatz vo 
Hssigsiiure als schneeweiBer kaseinartig-flockiger Niederschlag zu 
Fallung gebracht werden. Die Substanz gibt die gelaufigen Ei. 
weifreaktionen, ihre Lésungen sind leicht aussalzbar, sie dialy- 
sieren nicht. Analog wie das urspriingliche Keratin wird auch 
dieser EiweiBkérper von Verdauungsfermenten nicht oder nw 
sehr schwer abgebaut. Auch in anderer Hinsicht verhilt sich 
der weiBe EiweiBkérper des braunen Menschenhaares analog wie 
natiirliches Keratin: mit Essigsiure gefaillt wird der weibe Hiweil- 
kérper in kurzer Zeit so resistent gegen Lésungsmittel, dab e 
nur mehr durch neuerliche Einwirkung von Lauge wieder 
Lésung gebracht werden kann. Die Menge dieses Kiwei8korpers 
der im folgenden als Leukokeratin bezeichnet werden soll, kann 
durch wiederholte Extraktion der Haarsubstanz mit verdiinnte! 
kalter Natronlauge bestimmt werden. Sie betrigt bei braunem 
Menschenhaar etwa 30°/, der Haarsubstanz, bei hellen Haarsorten 
jedoch weit mehr. Es ist auBer Zweifel, daB man durch das 
Lésen in NaOH, selbst wenn es in der Kilte geschieht, das w- 
spriingliche Keratinmolekiil nicht unberiihrt l48t. Neben dem 
noch hochmolekularen, durch Essigsiiure fallbaren Leukokeratin. 
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‘gehen bei der Behandlung mit NaOH jedesmal auch kleinere 
Bruchstiicke in Lésung, die mit Essigsiure nicht fallbar sind. 


Die dunkle Restsubstanz, die nach der Abtrennung des Leuko- 


'keratins mit verdiinnter kalter Natronlauge zuriickbleibt, zeigt noch 
'durchaus Form und Struktur des urspriinglichen Haares. Sie list 
‘sich in kalter Lauge erst nach mehrtagiger Einwirkung auf und 
| unterscheidet sich dadurch scharf von der weiBen in kalter Lauge 
‘rascher léslichen Substanz. Auch bei 37° ist eine Trennung noch 
‘gut méglich. In heiBer Lauge ist die braune Substanz des Haar- 
_keratins dagegen unter Hydrolyse sofort léslich. Sie gibt eben- 
‘falls die geliufigen Eiweibreaktionen, dialysiert nicht und wird 


durch Ansdéuern ihrer Lésung gefallt. Die Fallung ist dunkel- 


‘braun. Gegen Proteasen ist sie resistent. Bei der Totalhydrolyse 
dieser dunklen Restsubstanz durch Kochen mit Sauren bleibt 
reine reichliche Menge einer schwarzen unléslichen Substanz zu- 
vriick, deren Menge weitaus gréBer ist als die der sogenannten 
' Huminsubstanzen, die bei der Totalhydrolyse anderer Kiweibkérper 
'entstehen. Dieser durch Totalhydrolyse der dunklen Restsubstanz 
‘erhaltene K6rper ist offenbar identisch mit dem von zahlreichen 
'Untersuchern bereits beschriebenen, durch Totalhydrolyse des 
| Haars gewonnenen ,,Haarmelanin“. Da dieses Haarmelanin erst 
‘durch die Hydrolyse aus dem dunklen Keratinanteil frei wird, 
rhandelt es sich bei der dunklen, in Lauge schwer léslichen 
Substanz offenbar um eine Verbindung des ,,Haarmelanins“ mit 
einem KiweiBkérper, also um ein den anderen zusammengesetzten 
' KiweiBkérpern bzw. Chromoproteiden analoges Melanokeratid. 


Zweifellos ist das Melanokeratid des dunklen Haars einer 


' der formgebenden Bestandteile des Haarkérpers. Erst wenn das 
| Melanokeratid in Lisung geht, beginnt das Haar zu zerfallen. 
'Dagegen geht schon nach Herauslisen des Leukokeratins die 
| Elastizitét und Festigkeit des Haares verloren. In den natiir- 
' lichen Keratingemischen schwankt das Verhiltnis zwischen dem 
' verhiltnismaBig leicht léslichen farblosen Keratinanteil, dem 
| Leukokeratin und dem schwer lislichen Anteil, dem Melano- 


keratid, sehr stark. Je dunkler das Haar, um so gréBer der 


_ Anteil des Melanokeratids. WeiBem Haar fehlt das Melano- 
| keratid ganz. Durch seinen gréBeren Gehalt an dem laugen- 
_tesistenten Melanokeratid ist dunkles Haar schwerer in NaOH 
| léslich als helles Haar. WeiBes Haar, auch dann, wenn es von 
} einem sonst briinetten Menschen stammt, ist besonders leicht in 
kalter Natronlauge léslich. Altersdifferenzen an sich sind ohne 
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EinfluB auf die Resistenz des Haars gegen Lauge, entscheidend 
ist nur die Menge des Melanokeratids. Auch die Dicke des 
Haares ist auf die Geschwindigkeit der Lésung in NaOH ohne 
Kinfiu8. Das ungemein diinne Lanugohaar des Siuglings zerfillt, 
wenn es sich um das dunkle Haar eines briinetten Kindes handel. 
wesentlich langsamer in Lauge als das dickere Haar eines blonden 
Erwachsenen. Altersunterschiede spielen also nur insofern eine 


Rolle, als Nachdunkeln der Haare stattfindet und dadurch die} 


Menge des Melanokeratids in der Haarsubstanz zunimmt. 


Durch Oxydation in schwach alkalischer Lésung kann da; | 
Derartig vorsichtig entfiirbtes j 
Haar ist weitaus leichter léslich in NaOH als natives Haar. So.- | 
genanntes rotes Haar enthilt kein Melanokeratid. Dementsprechend | 
ist seine Resistenz gegen kalte Lauge sehr gering. Wird rotes | 
Haar mit verdiinnter eiskalter Natronlauge behandelt, so zerfillt | 
es auberordentlich rasch, die Lauge firbt sich typisch tomaten- | 
rot, wihrend die iiber braunem oder schwarzem Haar stehende | 
Lauge vollkommen farblos bleibt. Die geléste gelbrote Substanz, | 
das Rhodokeratid, gibt die geliufigen EiweiBreaktionen, dialy- | 


Melanokeratid entfarbt werden. 


siert nicht, ist mit Essigsiure fallbar und resistent gegen Proteasen. 


Bei der Totalhydrolyse durch Kochen mit Salzsiure bebiit : 


das Hydrolysat des Rhodokeratids die rote Farbe des urspriing- 


lichen EiweiBkérpers. Der durch Totalhydrolyse freigesetzte rote | 


Farbstoff dialysiert leicht durch Kollodiummembranen, er kann 
durch Aussalzen mit Ammonsulfat aus dem Hydrolysat nieder- 
geschlagen werden. 
keratinartigen EiweiBanteil verbunden, es handelt sich also auc 


hier um ein Chromoproteid, das einen keratinartigen EiweiBanteil | 
hat und als prosthetische Gruppe das Rhodoin enthilt. Ein 


Leukokeratin ist auch die weiBe Hornsubstanz der Fingerniigel. 


Das zerfeilte, entfettete, durch Abbauen mit Proteasen von andereu | 
Eiweibkérpern gereinigte Keratin der Fingerniagel zeigte bei der | 
Behandlung mit eiskalter Natronlauge eine Abnlich gute Léslich- | 


keit, wie das Leukokeratin des Haars. 


Es scheint, daB eine analoge Dreigliederung der HaareiweiBkérper 
sich in der ganzen Siugetierreihe wiederholt. Uberall in der Siugetierreihe 


finden sich weiBe, schwarze und gelbe bzw. gelbrote Haarfarben, hiufig | 


auch am gleichen Tier in verschiedener Lokalisierung. Der schwarze, i0 


geringer Konzentration meist braun erscheinende Farbstoff bleibt dabei, | 
soweit unsere Erfahrungen bisher reichen, immer unléslich in kalter Lauge, } 
verhilt sich also analog wie das Melanokeratid des Menschen, wihrend det | 
gelbe bzw. gelbrote Farbstoff sich viel rascher in kalter Lauge lést, analog © 


Im roten Haar ist der Farbstoff mit einem | 
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wie das Rhodokeratid des roten Menschenhaars. Die auffallende Hiufigkeit 
,gescheckter“ Tiere bei den verschiedensten Tiergattungen la8t die Herkunft 
der verschiedensten Chromoproteide des Haars aus einer gemeinsamen Vor- 
stufe vermuten. 


Versuchsteil. 


1. Untersuchung von weifem und schwarzem Haar des gleichen 
Individuums. a) Graue Haare eines 63jiihrigen Mannes wurden in weiBe 
und schwarze sortiert, die beiden Fraktionen mit Seifenwasser, Alkohol 
und Ather gewaschen und bei Zimmertemperatur getrocknet. Je eine 
Probe des weiBen und des schwarzen Haares (0,1 g) wurden in 5 ccm 
2n-NaOH suspendiert und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 
24 Stunden waren beide Haarsorten ganz gelést. Die Lésung des dunklen 
Haares war dunkelbraun, die des weiBen Haares hellgelb. Der Unterschied 
in der Farbe der Lésungen zeigt, daB die Farblosigkeit des wei8en Haares 
nicht, wie vielfach angenommen, auf Brechungserscheinungen infolge von 
Lufteinschliissen zuriickgeht, sondern durch echte Pigmentlosigkeit be- 
dingt ist. 

b) Zur Messung der Lésungsgeschwindigkeit wurde je 0,1 g entfettetes 
und gereinigtes weiBes und schwarzes Haar in 10 ccm 2n-NaOH eingebracht 
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Lésungsgeschwindigkeit von weiBem und schwarzem Haar desselben Menschen 
in 2n-NaOH bei 37°C, 


und die Lésungsgeschwindigkeit in einem genau eingestellten Thermostaten 
bei 37° C beobachtet. In Abstiinden wurde durchgemischt und Proben ent- 
nommen. Die Proben wurden verdiinnt, filtriert und in entsprechenden 
Anteilen der N-Gehalt bestimmt. 

Die verschiedene Lésungsgeschwindigkeit des weiBen und schwarzen 
Haares lieB sich in dem beschriebenen Versuch auch direkt beobachten. 
Nach 80 Minuten Laugenbehandlung war das schwarze Haar nur wenig 
veriindert, da& weiBe Haar hingegen bereits stark gequollen. Nach 60 Minuten 
begann sich die Lauge iiber dem schwarzem Haar gelblich zu firben, die 
Haarstruktur war jedoch noch gut erhalten. Zur gleichen Zeit hatte auch 
die iiber dem weiBen Haar stehende Lisung bereits eine gelbliche Farbe 
angenommen, das Haar war in kleine stark gequollene opaleszente Stiicke 
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zerfallen. Nach 2 Stunden war das schwarze Haar zu kurzen, etwa 2 mm 
langen Splittern zerfallen, vom weiben Haar war nur mebr ein strukturlogey 
geringer Rest vorhanden. Nach 4 Stunden war auch von dem schwarzey 
Haar nur mehr ein tiefschwarzer amorpher Bodensatz zuriickgeblieben, das 
weiBe Haar war vollstindig klar gelést. 

ec) Die auffallende Differenz der Lisungsgeschwindigkeit von weifem 
und schwarzem Haar ist nur im Anfangsstadium der Laugenwirkung nach- 
weisbar. Bei liingerer Dauer der Laugenwirkung oder bei héherer Tempe- 
ratur wird auch das dunkle Haar rasch hydrolysiert, und zwar ebenso rasch 
wie das weiBe. Unterbricht man nach vollstindiger Lésung des Haare; 
den Abbau und priift bei beiden Haaren die Menge der mit Essigsiiure {iil]. 
baren und der mit Trichloressigsiiure fiillbaren Restsubstanzen, so erhijj 
man bei beiden Haarsorten den anniihernd gleichen Wert. Ein diesbeziig. 
licher Versuch ist in Tab. 1 zusammengestellt. 


Tabelle 1. 


0,1 g¢ schwarzes und weibes Haar desselben Menschen durch 24 Stdn. 
in 5cem 2n-NaOH bei Zimmertemperatur behandelt. Beide Haarsorten 
vollstindig gelést. In aliquoten Teilen wurde mit 2n-Essigsiure bzw. mit 
1,5 n-Trichloressigsiiure im Uberschu8 gefillt und im Filtrat der N-Gehalt 
bestimmt. 





Essigsiurefiltrat Trichloressigsiurefiltrat 
. 0 a ‘ed 4 0 
In ° y | In 
in mg } . o.,] in mg N | 
gN Gesamt-N g N | Gesamt-N 
Schwarzes Haar. . 6,77 42,3 3,8 23,8 
Weifes Haar .. . 6,77 42.3 3,61 22,6 








II. Untersuchung von hellem und dunklem Haar. Je 0,1 ¢ ge. 
waschenes und entfettetes, lufttrockenes Haar wurde in 2n-NaOH ein- 
gebracht. Hierbei zeigt das Haar zuniichst Quellung, d.h. die Haare werden 
dick und zum Teil durchscheinend, sie verlieren ihre Steifheit und Elasti 
zitiit, in der iiberstehenden farblosen Lésung ist bereits reichlich Eiweil 
nachweisbar, nach einiger Zeit firbt sich die iiberstehende Lésung, bald 
darauf zerfillt das Haar in kurze, oft miteinander verklebende Bruchstiicke. 
Nach einiger Zeit sieht man am Boden der Eprouvette nun einen amorphen 
ungelésten Rest, der erst nach lingerer Zeit in Lésung geht. Auffallend 
war dabei, da das dunkle Haar viel langsamer aufquoll und auch lang: 
samer zerfiel. Die Lésungsgeschwindigkeit war unabhingig von der Dicke 
des Haares selbst und auch vom Alter des Individuums. Dunkles Haat 
von Siuglingen lést sich langsamer als helles oder rotes Haar von Er- 
wachsenen. 


Beispiele: 1. Dunkles Haar eines 2 Monate alten Knaben. Nach 
15 Minuten und nach 60 Minuten in kalter 2n-NaOH noch unzerfallen, 
erst nach 4 Stunden vollkommen geldést. 

2. Rotes Kopfhaar eines 24 jihrigen Mannes. Nach 8 Minuten langer 
Behandlung mit kalter 2n-NaOH starke Quellung, nach 15 Minuten bereits 
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merklich gelést, nach 30 Minuten bis auf einen geringen Rest vollstindig 
gelost. 

. 8. Haar eines 4 jihrigen hellblonden Jungen. Nach 8 Minuten stark 
gequollen, nach 15 Minuten zerfallen, nach 30 Minuten bis auf einen ge- 
ringen Rest geldst. 

4. Schwarzes Haar eines 31 jihrigen Mulatten in kalter NaOH. Nach 
15 Minuten unverindert, nach 1 Stunde nur wenig gequollen, nach 4 Stunden 
zerfallen, aber noch reichlicher ungeléster Bodensatz. 

5. Dunkelbraunes Haar eines 4 Wochen alten Miidchens. Nach 10 Min. 
leicht gequollen, nach 15 Minuten iiberstehende Fliissigkeit schwach gelb- 
lich, doch das Haar nicht wesentlich veriindert, nach 60 Minuten noch 
unveriindert, nach 4 Stunden dunkelbraune Lésung mit noch reichlichen 
staubformigen Haarresten. 

6. Dunkelblondes Haar eines 14 jiihrigen Midchens. Nach 10 Minuten 
stark gequollen, nach 60 Minuten zum Teil gelést, doch die Haarstruktur 
noch deutlich zu erkennen, nach 4 Stunden vollstindig hellbraun geldést. 

7. Rotes Haar einer 29 jiihrigen Frau. Nach 15 Minuten stark ge- 
quollen, tiberstehende Lésung gelbrot gefiirbt. Nach 30 Minuten zerfallene 
kurze Haarstiicke, nach 4 Stunden fast ganz geldst. 

8. Schwarzes Haar eines 30 jiihrigen Mannes (Italiener). Nach 15 Min. 
unverindert, nach 30 Minuten schwach gequollen, nach 4 Stunden dunkel- 
braune Lésung, jedoch reichliche, noch ungeléste klumpige Reste. 


Tabelle 2. 


Lésungsgeschwindigkeit des Haares in 2n-NaOH bei 37°. 





_ Prozente gelést nach 
Farbe Alter Ge neste wi scisaiemmpe tcnashet 
schlecht | 39 Minuten! 60 Minuten 


I. Dunkles Haar. 

















Dunkelbraun. . . 3 Monate 2 11,0 15,0 
Dunkelbraun. . . 1 Monat roy 8,1 8,1 
Hellbraun . ... 16 Monate 2 12,0 20,3 
ne 26 Jahre 3 12,2 38,6 
Schwarz. .... 30 Jahre roi 115 | 29,8 | 
Durehschnitt | 11,0 22,9 
II. Blondes Haar. 
Hellblond .... 4 Jahre om 20,3 | 27,1 
Hellblond ... . 4 Monate oH 19,7 19,7 
Dunkelblond. . . 14 Jahre 2 35,9 35,9 
Dunkelblond. . . 37 Jahre | @& | 245 | 32,9 
Durchsehnitt | 25,1 | 289 
III. Rotes Haar. 
Hellrot ..... 24 Jahre rou 32,6 42,0 
Hellrot .... . 29 Jahre Q 245 | 33,8 





Durchsehnitt 5 : 
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Um diese auffilligen Differenzen in der Lésungsgeschwindigkeit helley 
und dunkler Haare auch quantitativ festzuhalten, wurde je 0,1 g¢ entfettetes, 
gereinigtes, lufttrocknes Kopfhaar verschiedener Menschen mit auf 37° 
angewirmter 2n-NaOH iibergossen, durchgemischt und im Thermostatep 
bei 87° stehen gelassen. In regelmifigen Intervallen wurde neuerlich durch. 
gemischt und sodann Proben der iiberstehenden Fliissigkeit entnommen, 
filtriert und ihr N-Gehalt bestimmt. Das Volumen der entuommenen Proben 
wurde durch frische Lauge ersetzt. Die so erhaltenen Werte sind ays 
Tab. 2 zu ersehen. 


III. Losungsversuche mit kiinstlich entfarbtem Haar. Die Kut. 
fiirbung des Haares gelingt bekanntlich leicht durch Behandlung mit H,0,, 
Geférdert wird die Entfirbung durch alkalische Reaktion, z. B. durch 
Zusatz von Sodalésung oder Ammoniak. Bei neutraler Reaktion tritt nur 
eine geringe Entfirbung ein, bei saurer Reaktion behilt das Haar seine 
Farbe. Gleichzeitig mit der Entfirbung wird das Haar auch leichter an. 
greifbar fir Lauge. Mit H,O, bei schwach alkalischer Reaktion vor- 
behandeltes Haar lést sich in Lauge rasch auf. DaB es sich dabei nicht 
etwa um eine Folge der schwach alkalischen Reaktion bei der Vorbehand 
lung handelt, lift sich durch Kontrollversuche leicht ausschlieBen (vgl. 
Tab. 3). 

Tabelle 3. 





Je 0,1 g dunkelbraunes Haar 








hicranf behandelt mit kalter 


- . | | 
vorbehandelt in | ae a 











der Kilte mit | | n-NaOH. Nach 20 Minuten 
Wasser... .{| unverindert | unverindert, Lésung farblos 
n/8-Na,CO,. . . | ™ | unverindert, Liésung etwas gelblich 
6°, H,O, . . . | etwas gebleicht  zerfallen, Lésung gelb 
6 °/, H,O, in n/8- ” Ne - 
Na,CO,-Lésung weiBblond | zerfallen, Losung farblos 


H,O, greift also je nach der Reaktion an verschiedenen Stellen des 
Keratinmolekiils an. Bekanntlich bewirkt H,O, in Gegenwart von Siiuren 
ein Verdaulichwerden des Haarkeratins [Stary’)], ohne daB das Haar ent- 
fiirbt wird. Bei neutraler und besonders alkalischer Reaktion bewirkt H,0, 
Entfiirbung ohne Wirkung auf die Haarverdaulichkeit, gleichzeitig nimmt 
die Laugenempfindlichkeit des Haarkeratins zu. Verdaulichkeit und Laugen- 
empfindlichkeit des Produkts gehen also nicht parallel. 


IV. Trennung des Leukokeratins vom Melanokeratid. Kurz 
Kinwirkung verdiinnter kalter Lauge lést aus dunklem Haarkeratin schnee- 
weiBes Leukokeratin heraus. Wird ein in dieser Weise vorbehandeltes 
Haar dann mit Lauge weiter behandelt, so lést sich auch das Melano- 
keratid schlieBlich auf. Beide Fraktionen kénnen, wenn man weitere! 
Abbau verhindert, durch verdiinnte Siuren gefillt werden. 


*) Diese Z. 144, 166 (1925). 
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Versuche. 1g Haare wird mit kalter n-NaOH geschiittelt. In 
¢stiindigen Intervallen wird die tiberstehende Lésung abzentrifugiert, sodann 
dekantiert und durch frische Lauge ersetzt. Die abgeschiitteten Lésungen 
werden sofort mit Essigsiure neutralisiert und sodann filtriert. 


Tabelle 4. 
| g Haare mit kalter n-NaOH behandelt, alle 6 Stunden dekantiert. 





Fraktionierte Lésung von dunkelbraunem Haar. 

| Farbe des gelésten 
Lésungszeit und dann mit Essigsiiure | mg N 
| gefdllten Keratins | 


0—6 Stunden schneeweiB 11,2 


—w , ‘ | 6,7 
12—18 _,, leicht gelbbraun | 7,7 
18—24 _,, gelbbraun 27,6 
24—30 sé, braun | 40,9 
380—36 ss, dunkelbraun | 14,0 
36—42_—_i, - | 3,6 
42—48 sé, braun | 2,6 

Rest , braunschwarz 46,0 


Hellere Haare ergeben bei diesem Verfahren eine relativ gréBere 
Menge Leukokeratin. Versuche mit dunkelbraunem Haar ergaben hierbei 
etwa 27°/, Leukokeratin und 73 °/, ungeléste dunkle Restsubstanz. WeiBe 
Haare bestehen fast restlos aus Leukokeratin. 


V. Versuche zur Darstellung des Leukokeratins. Die Laugen- 
hydrolyse bleibt nach der Lésung des laugenempfindlichen Keratinanteils 
nicht stehen; das geléste Leukokeratin wird durch die Lauge natiirlich 
weiter abgebaut. Zur Darstellung méglichst unveriinderten Leukokeratins 
haben wir daher in weiteren Versuchen die iiberstehende Lauge jeweils in 
kurzen Intervallen dekantiert, das Leukokeratin mit Essigsiiure gefiallt und 
dadurch der weiteren Laugenhydrolyse entzogen. Auf diese Weise erhiilt 
man eine Reihe Keratinfraktionen, die den leicht in NaOH léslichen Keratin- 
anteilen entsprechen. Analog wie bei der oben beschriebenen Versuchs- 
anordnung sind diese in Lauge leicht léslichen Keratinanteile vollkommen 
farblos. Erst wenn die Lauge lingere Zeit eingewirkt hat, geht schlieBlich 
immer mehr von dem dunkel gefiirbten Keratinanteil in Lésung. 

Bei der Totalhydrolyse mit Baryt entsteht aus dem Leukokeratin ein 
farbloses Hydrolysat, aus dem Melanokeratid eine gelbbraun gefiirbte 
Lisung. Die Farbkomponente des Melanokeratids wird somit durch die 
Totalhydrolyse nicht zerstért. Analoge Beobachtungen hat auch Waelsch’*) 
bei der Hydrolyse von Melanineiwei8 aus Melanosarkomen gemacht, wobei 
ebenfalls eine Farbkomponente an einen unverdaulichen .,keratinartigen“ 
EiweiBrest gebunden scheint. 





*) Diese Z. 213, 35 (1982). 
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Tabelle 5. 


2g Haare in n-NaOH, Zimmertemperatur, stiindlich abgeprebt bzy. 


zentrifugiert, Lauge jeweils sofort mit Essigsiiure gefiallt. Diese Fallungen 
wurden auf ihre Léslicbkeit in verdiinnter Sodaliésung gepriift. 




















Lésungszeit a” Farbe der Fillung| Léslichkeit in kalter 
in Stunden in mg N in Essigsiure n/4-Na,CO, 
1—10 92,6 schneeweib leicht léslich 
10—15 12,0 briunlich teilweise léslich 
16—23 15,0 tief braun unloéslich 
23—49 65,0 Z " 











Nach 49 Stunden bleibt nur ein geringer tiefbrauner Rest noch ungelist. 


Beide Keratinanteile enthalten reichlich Cystin. Auffallend ist, dai 
der Tyrosingehalt des Leukokeratins erheblich héher ist als der des 
Melanokeratids. In einer Lésung von Leukokeratin, hergestellt durch 
8 stiindiges Stehen von Haaren bei Zimmertemperatur in n-NaOH, fanden 
wir 5,6 °/, Tyrosin, wihrend der in der Lauge ungeléste Rest nur 3,4, 
Tyrosin enthielt. Die Vermutung, daB bei der Bildung des Melanokeratids 
aromatische Gruppen im EiweiBmolekiil verbraucht werden, ist naheliegend. 


Zusammenfassung. 


Aus der Substanz des menschlichen Haares lassen sich ver- 
schiedene KiweiBkirper abtrennen: 

1, Das Leukokeratin. Es ist wei’, durch Essigsiiure 
fillbar und lést sich in verdiinnter kalter Natronlauge. Ks ist 
in geringen Mengen auch im schwarzen Haar enthalten. Blondes 
Haar besteht vorwiegend, weiBes Haar fast ausschlieBlich aus 
Leukokeratin. 


2. Das Melanokeratid. Es ist unléslich in verdiinnter 
kalter Natronlauge und kann dadurch von Leukokeratin getrennt 
werden. Es besteht aus einem Kiweifanteil und einem melanin- 
artigen Farbstoff, der letztere wird durch Hydrolyse mit Siuren 
von dem EKiweiSanteil abgetrennt. Durch Oxydation bei schwacl 
alkalischer Reaktion wird die prosthetische Gruppe dieses Chromo- 
proteids zerstért. Auf diese Weise vorbehandeltes Melanokeratid 
wird leicht léslich in kalter Natronlauge, verhilt sich also dann 
ebenso wie natiirliches weiBes oder hellblondes Haar. 

Blonde, braune und schwarze Menschenhaare bestehen 1 
verschiedenem Verhiiltnis aus Leukokeratin und Melanokerati¢ 
WeiBes und rotes Haar enthiilt kein Melanokeratid. 
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3. Das Rhodokeratid. Es ist leicht léslich in verdiinnter 
alter Natronlauge und bildet das Chromoproteid des sogenannten 
oten* Haares. Die prosthetische Gruppe des Rhodokeratids, 
das Rhodoin, kann durch Hydrolyse vom EiweiBrest abgetrennt 
und durch Aussalzen aus dem Hydrolysat des Rhodokeratids 
isoliert werden. 

Als ein Leukokeratin ist auch die Substanz der Fingernigel 
auzusprechen, 


Die gelben bzw. gelbroten Haarfarbstoffe der Siiugetiere ver- 
halten sich, soweit sie bisher gepriift wurden, dem Rhodokeratid 
des Menschenhaars analog und ldésen sich leicht in kalter Lauge 
auf. Die schwarzen, in geringerer Konzentration braun erscheinen- 
den Farbstoffe des Siaiugetierhaars verhalten sich dagegen auch 
in ihrer Schwerléslichkeit analog wie das Melanokeratid des 


Menschen. 
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Zur Konstitution der Thymonucleinsdure. 


Uber die Diphosphorsdureester der Pyrimidin-(desoxyribo)-nucleoside 
[Nucleinsaiuren: VIII. Mitteilung’).] 


Von 


Helimut Bredereck und Gottfried Caro. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. April 1938.) 


Bei der Hydrolyse der Hefenucleinsiiure mit 2°/, iger Schwefel- 
siure *) werden die Bindungen zwischen den einzelnen Nucleotiden 
gelost. Von den primar entstehenden Nucleotiden werden die 
Purinnucleotide, Guanyl- und Hefeadenylsiure, weiter zerlegt 
(Sprengung der Glykosidbindung, Abspaltung von Phosphorsiure, 
Weiterverinderung der Ribose), wiihrend sich die Pyrimidinnucleo- 
tide, Cytidyl- und Uridylsiiure aus dem Hydrolysat gewinnen 
lassen. Cytidyl- sowohl wie Uridylsiure sind Monophosphorsiureester. 

Bei der gleichen Hydrolyse der Thymonucleinsiure erhielten 
Levene und Jacobs’) jedoch die entsprechenden Diphosphor- 
siureester, von ihnen urspriinglich als ,,Hexothymidindiphosphor- 
siure* und ,,Hexocytidindiphosphorsiure“ bezeichnet. Beide Ester 
wurden in Form ihrer Brucin- und Bariumsalze gewonnen. Thanu- 
hauser und Ottenstein‘) fiihrten die Hydrolyse mit Pikrinsiiure 
durch und erhielten neben den erwihnten Diestern die ent- 
sprechenden Monoester. Thannhauser und Blanco) wiederum 
gelangten bei der Hydrolyse der Thymonucleinsiiure mit Methanol- 
Salzsiure vornehmlich zu den Diestern. 

Den Diphosphorsiureestern kommt fiir die Frage uach der 
Konstitution der Thymonucleinsiiure eine grundlegende Bedeutung 
zu: Die Annahme der Existenz der Diester fihrt zwanglos zu 





) VII. Mitteilung, Ber. chem. Ges. 71, 718 (1938). 

*) Levene u. Jacobs, Ber. chem. Ges. 44, 1027 (1911). 
*) a) J. of Biol. Chem. 12, 415 (1912): b) 48, 119 (1921). 
*) Diese Z. 114, 39 (1921). 

*) Diese Z. 161, 116 (1926). 
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| jer Annahme, daB die Verkniipfung der einzelnen Nucleotide iu 
der Thymonucleinséure von der Phosphorsiure eines Nucleotids 
zu einem Hydroxyl der Desoxyribose eines Nachbarnucleotids 
yerliuft, weiterhin, daB in der Anordnung der Reihenfolge der 
einzelnen Nucleotide ein Pyrimidin- mit einem Purinnucleotid 

| abwechselt®), Bei den in den letzten Jahren”) aufgestellten Kon- 
stitutionsformeln der Thymo- aber auch der Hefenucleinsiure 
war hinsichtlich der Art der Verkniipfung und der Reihenfolge 
die Existenz der Diester die experimentelle Grundlage. 


Gegen die vorstehend kurz skizzierte Auffassung vom Aufbau 
der Polynucleotide sind ausgehend von fermentchemischen Unter- 
suchungen starke Bedenken geduBert worden. Thannhauser 
und Klein’) gelang es, mit Hilfe eines Fermentpriparates aus 
Darmschleimhaut in Gegenwart von Arsenat Thymonucleinsiure 
zu den Nucleotiden, d.h. also Monoestern aufzuspalten. Diester 
konnten sie niemals finden’). Beziiglich der Konstitution der 

| Thymonucleinséure ziehen sie Anhydridbindungen zwischen den 
| einzelnen Phosphorsiuregruppen in Erwigung. 


Bei der grundlegenden Bedeutung, die den Diestern fiir die 
Konstitution der Thymonucleinsiure und dariiber hinaus vielleicht 
aller Polynucleotide zukommt, hielten wir es fiir notwendig, die 
Frage der Existenz von Diestern erneut zu priifen. 


Zur Zeit, als die Diester beschrieben wurden, wurde als 
Kohlenhydratkomponente eine Hexose angenommen und dem- 
gemiB die Verbindungen als_ ,,Hexothymidindiphosphorsiure“ 
wd ,,Hexocytidindiphosphorsiure* bezeichnet. Nachdem nun aber 
las Kohlenhydrat als 2-Desoxyribose, d.h. also einem Pentose- 
lerivat, erkannt ist, ergeben sich in den Analysen der Brucin- 
ind Bariumsalze zwischen gefundenen und berechneten Werten 
Differenzen. 

Von Thannhauser und Ottenstein 4) sind fir die Brucin- 
salze der Mono- und Diester die in Tabelle I angefiihrten C-, H-, 

®@ \-,P-Werte gefunden worden. Die berechneten Werte, wie sie 
‘ich mit Desoxyribose als Kohlenhydrat ergeben, sind mitangefiihrt, 
uum Vergleich auch nochmals die mit Hexose berechneten Werte. 


°) Levene u. Bass, Nucleic Acids. New-York 1931, 8. 269. 

‘) Levene u. Tipson, J. of Biol. Chem. 109, 623 (1935); Takahashi, 
J. of Biochem. 16, 463 (1932); Makino, Diese Z. 232, 229; 236, 201 (1935). 
*) Diese Z. 218, 173 (1983); 224, 252 (1934); 231, 96 (1935). 
*) Klein u. Rossi, Diese Z. 231, 104 (1935). 
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Tabelle I. 
Monophosphorsiureester der Cytosin-Verbindung. 
C H N P 
Rs: tA at Dersece: er at a 8 58,63 6,33 8,41 2,78 
58,68 5,85 8,60 és 
Ber. (mit Desoxyribose). . 60,28 6,08 8,95 2,83 
Ber. (mit Hexose) . ... 58,85 6,02 8,59 2,71 
Diphosphorsiiureester der Cytosin-Verbindung. 
C H N r 
Midian « + <n Ve 6,59 8,19, 7,80 3,05 
Ber. (mit Desoxyribose). . 61,71 6,10 7,85 3,16 
Ber. (mit Hexose) ... . 60,89 6,07 7,66 3.08 
Monophosphorsiiureester der ‘Thymin-Verbindung. 
C H N , 
OE. cuivlene eres 7 ee 6,14 7,27 
59,51 6,11 7,50 
Ber. (mit Desoxyribose). . 60,51 6,08 7,57 2,79 
Ber. (mit Hexose) -. . . . 59,14 6,01 7,26 2,68 
Diphosphorsiiureester der Thymin-Verbindung. 
C H N P 
ee ee ee a 6,40 7,40 aa 
61,20 6,26 7,50 2,69 
Ber. (mit Desoxyribose). . 61,85 6,11 7,08 8,14 
Ber. (mit Hexose) ... . 61,08 6,07 6,92 3,06 


Aus der vorstehenden T'abelle geht hervor, daf die von 
Thannhauser und Ottenstein‘) gefundenen Werte wohl mit 


den unter Annahme einer Hexose berechneten Werten gut iiber- | 


einstimmen, nicht jedoch, insbesondere der C-Wert, mit den 
richtigen Werten (mit Desoxyribose als Kohlenhydrat). Somit 
beweisen die gefundenen Werte nicht das Vorliegen von Diphos- 
phorsiureestern. Die angefiihrten Werte deuten auf das Vorliegen 
von unreinen Produkten bzw. Gemischen hin. 

Von Thannhauser und Blanco‘), die Thymonucleinsiiure 
mit Methanol—Salzsiiure hydrolysierten, sind fiir die Brucinsalze 
die folgenden Werte angegeben, wobei wiederum die mit Desoxy- 
ribose bzw. Hexose errechneten Werte mit angefiihrt sind (Tab. Il. 


Tabelle IL. 


Diphosphorsiiureester der Cytosin-Verbindung. 


C H N P 
6. ccna ale +: Se 6,25 8,31 

61,34 6,29 8,30 : 
Ber. (mit Desoxyribose). . 61,71 6,10 7,85 3,16 


Ber. (mit Hexose) .... 60,89 6,07 7,66 3,08 
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Monophosphorsiureester der Cytosin-Verbindung 
(nur in sehr geringer Menge erhalten). 


N 
ee ee 
Ber. (mit Desoxyribose) ....... 8,95 
Ber. (mit Hexose) .......... «8,59 


Diphosphorsiureester der Thymin-Verbindung. 


C H N P 

Me Cree cascvnc sd 6,47 7,21 
61,11 6,51 7,44 — 
Ber. (mit Desoxyribose). . 61,85 6,11 4 3,14 
Ber. (mit Hexose) .... 61,03 6,07 92 3,06 


Die fiir das Brucinsalz des Diesters der Cytosin-Verbindung 
errechneten Werte stimmen einigermafen (weniger gut der N- Wert) 
mit den richtigen Werten (mit Desoxyribose) iiberein. Der fiir 
den Monoester der Cytosin-Verbindung gefundene N-Wert (8,18) 
stimmt mit dem berechneten Wert (8,95) nicht mehr iiberein. 
Hbenso stimmen die fiir den Diester der Thymin-Verbindung ge- 
fundenen C-Werte nicht mehr mit den berechneten (mit Desoxy- 
ribose) tiberein, sie liegen eher etwas niher an den fiir den Mono- 
ester berechneten Werten. Zusammenfassend labt sich sagen, 
daB die Versuche von Thannhauser und Blanco keinen klaren 
Beweis fiir das Vorliegen von Diphosphorsiureestern ergeben, 

: insbesondere nicht fiir die Thymin-Verbindung. 


A Wir haben nun entsprechend der Vorschrift von Thann- 
‘ hauser und Blanco®) versucht, Brucinsalze zu erhalten. Es 
. slang uns in 2 Versuchen, wobei wir im 2. Versuch zur Reini- 
t 


sung noch eine Bleifillung einschalteten, nur ein auf das Brucin- 
salz der Thymin-(desoxyribose)-monophosphorsiure stimmendes 
1 @ Produkt zu isolieren. Simtliche Brucinsalze wurden wasserfrei 
analysiert, wobei auf die Trocknung und auf die Verbrennung be- 
sondere Sorgfalt verwandt wurde (niheres vgl. experimentellen Teil). 


C H N 
Gef.. . ... . 60,59 6,21 7,56 
60,56 6,20 7,34 
Ber... .... 60,51 6,08 7,57 
[a]?! = — 70,4° (in Pyridin); [o}}! = — 69,0° (in Pyridin). 


Somit haben auch die von uns durchgefiihrten Versuche 
keinen Anhalt fiir das Vorliegen von Diestern gegeben, Isoliert 
wurde lediglich das Brucinsalz der Thymin-(desoxyribose)-mono- 
phosphorsiure. 
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Levene und Jacobs**) fihrten die Hydrolyse mit 2°), igey 
Schwefelsiure durch und beschreiben die Gewinnung der Brucip. 
salze sowie der daraus bereiteten Bariumsalze der Diester (Ver. 
such 1). Von Levene*®) ist spiter die Aufarbeitung des Spaltungs. 
ansatzes vereinfacht worden (Versuch 2). Auch hier seien zuniichst 
die gefundenen und berechneten Werte wiedergegeben (Tab, II], 


Tabelle III. 
Diphosphorsiiureester der Thymin-Verbindung. 
a) Brucinsalz: 


C H N _¥ 
Se) ee — — — 3,11 
(2) ... 5445 6,77 6,54 2,67 
Ber. (mit Desoxyribose) 3,14 
Ber. (mit Hexose). . . 3,06 
b) Bariumsalz: 
C H N r Ba 
Gef. (1) ....... 18,12 218 4,11, 4,18 9,06 38,54 
Q) ccna >» S008 296 208 8,97 oe 
Ber. (mit Desoxyribose) 17,83 1,80 4,16 9,22 40,88 
Ber. (mit Hexose). . . 18,36 1,96 3,90 8,63 38,22 
Diphosphorsitreester der Cytosin-Verbindung, 
a) Brucinsalz: 
C H N P 
| ae 7,46 3,56 
2) ....... 54,05 6,58 6,85 2,67 
Ber. (mit Desoxyribose) 7,85 3,16 
Ber. (mit Hexose). . . 7,66 3,08 
b) Bariumsalz: 
C H N Pp Ba 
SAS | 17,06 2,49 5,71 9,11 39,55 
ons ee ae ae 17,05 2,12 6,17 9,40 _— 
Ber. (mit Desoxyribose) 16,42 1,68 6,39 9,43 41,76 
Ber. (mit Hexose). . . 17,05 1,86 5,97 8,81 39,03 


Trotz verschiedener, im Falle der Bariumwerte sogar gréferer | 
Abweichungen, sprechen die gefundenen Werte fiir Diester. Die | 
davon vollig verschiedenen Werte fiir die Bariumsalze der Mono- 
ester sind weiter unien angefiihrt. Die fiir die Brucinsalze be- | 


rechneten C- und H-Werte sind nicht mit angefiihrt. Die Brucin- 
salze sind im Versuch 1 wasserfrei, im Versuch 2 mit 14 Krystall- 
wasser, deren Bestimmung nicht angegeben ist, analysiert und 


geben so kein klares Bild. Die angegebenen N- und P-Werte | 


sind fiir das wasserfreie Salz berechnet. 
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Wir haben nun nach den Angaben von Levene®") eine 
8 


% shwefelsaure Hydrolyse durchgefiihrt, die Schwefelsiure und ab- 
1. Ae gespaltene Phosphorsiure entfernt, die Nucleotide iiber das Blei- 
s. ap salz gereinigt und das Filtrat des Bleisulfids mit Baryt neutrali- 
<j Me siert. Beim Kochen der Lésung schied sich das Bariumsalz I 


1, @ 20, nach Kinengen des Filtrats und nochmaligem Aufkochen die 
“ Fraktion II. Aus dem Filtrat lieB sich schlieBblich durch Fallen 
mit Alkohol eine weitere Fraktion II gewinnen. 

Nach den Angaben von Levene stellen die Fraktionen I 
wd II Bariumsalze der Diester dar, die Fraktion III der Zu- 
sammensetzung nach Bariumsalze der Monoester. Fraktion III 
sll sich nach nochmaliger Reinigung iiber das Bleisalz in eine 
in kochendem Wasser unlésliche Bariumfraktion verwandeln lassen, 
die jetzt die Bariumsalze der Diester darstellt. Von Levene 
wurden die vereinten Bariumsalze iiber die Bleisalze in die Brucin- 
size verwandelt, die auf Grund ihrer Analysen (mit 14 Krystall- 
wasser, Werte vgl. oben) als Brucinsalze der Diester angesprochen 
wurden. Wir haben ebenfalls die Bariumsalze I, II, III iiber das 
Bleisalz in das Brucinsalz verwandelt. Das von uns erhaltene 
Brucinsalz zeigte nach mehrmaligem Umkrystallisieren die Zu- 
sammensetzung des Brucinsalzes der Thymin-(desoxyribose)-mono- 
phosphorséure. Auch in der Drehung stimmt es mit dem Brucin- 
alz gleicher Zusammensetzung tiberein, das wir bei der Hydrolyse 
nach Thannhauser und Blanco erhalten haben. 


C H N Pp 

Gef. ............. 60,96 608 7,88 2,72 

Ber, ...-.-+0-.-+-+.-- 6851 608 7,57 2,79 
Ber. (fiir Brucinsalz der Thymin- 

(desoxyribose)-diphosphorsiiure) 61,85 6,11 7,08 8,14 


[o}3' = — 71,6° (Pyridin). 


Von Levene wurden die von ihm erhaltenen Brucinsalze, 
» Hg denen er die Salze der Diester sieht, in die Bariumsalze 
e Me verwandelt, die die fiir Diester stimmenden Werte zeigen. Barium- 
. @ verte sind nicht angegeben. Es ist uns aus Mangel an Material 
. Blider nicht méglich gewesen, unser Brucinsalz wieder in ein 
. Bp Sariumsalz zu verwandeln. Wir glauben jedoch nicht, daB es 
|. ws gelungen wire, aus einem auf einen Monoester stimmenden 
j @Srucinsalz ein Bariumsalz eines Diesters zu erhalten. In dieser 
e Wg lcinung werden wir bestiirkt durch eine eingehende Untersuchung 


der Roh-Bariumsalze I—III. 
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Simtliche Bariumsalze I—III miissen als Gemische yoy 
Salzen der Thymin- und Cytosinverbindungen angesehen werden, 
Da die Bariumwerte fiir die Thymin- und Cytosinverbindungey 
nur wenig auseinanderliegen, kann unbedenklich ein Mittelwer 
eingesetzt werden. 

Die Bariumsalze I und II, die nach Levene Salze der J)j. 
phosphorsiureester darstellen, ergaben Bariumwerte von 

I = 46,7%,; II = 42,2%,. 

Die berechneten Mittelwerte fiir Bariumsalze der Mono- und 

Diester betragen 
Monoester = 380,5°/,: Diester = 41,2°/,. 

i und II, die aus wiBriger Liésung durch Kochen erhalter 
worden waren, waren jetzt zum gréBten Teil nicht mehr in kaltem 
Wasser léslich. Die geringen, in Liésung gegangenen Anteile 
wurden wieder mit Alkohol gefillt. Fiir die unléslichen Ap- 
teile [a bzw. Ila sowie fiir die léslichen und wieder mit Alkolol 
gefillten Anteile Ib bzw. IIlb ergaben sich die folgenden Bariun- 
werte: Ia = 49,1; Ia = 47,59, 
Ib = 88,2%,: IIb = 41,1°/,. 


Die unlésliche Fraktion [a wurde nochmals mit Wasser ge-| 


schiittelt. Der gréBere Anteil ([a,) blieb wieder ungelést, ein 


kleiner, in Lésung gegangener Teil ([a,) wurde wieder mit Alkohol| 


gefillt. Die Bariumwerte sind: 
Ia, = 50,8°/,; Ta, = 44,8°/,. 
Die Fraktion [II hatte den folgenden Bariumgehalt: 
III = 29,3°/,. 


III hatte also entsprechend den Angaben von Levene ie) 
annihernde Zusammensetzung von Bariumsalzen der Monoester. | 
Levene hat diese Bariumsalz-Fraktion itiber ein Bleisalz erneut | 
in ein Bariumsalz iibergefiihrt, das aus wiBriger Liésung durch | 
Kochen ausfiel und das er nunmehr als ein Gemisch der Bariun-| 
salze der Diester ansah. Er konnte auf diese Weise praktisch | 
die ganze Fraktion als Salze der Diester erhalten. Diese An-| 
gaben erscheinen sehr sonderbar, sie lassen sich nur so erkliret,| 
daB man in III bereits die Salze der Diester annimmt, wobei mat 


auf Grund des Bariumwertes von 29,3°/, anstatt 41,2°/, fiir Di 
ester eine starke Verunreinigung in III annehmen mub. 


Wir haben ebenfalls III iiber das Bleisalz wieder in (as : 
Bariumsalz iibergefiihrt. Beim Kochen der waBrigen Lésuvz | 
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on ME schied sich jedoch nur sehr wenig (etwa 10°/,) Bariumsalz (IIIa) 
1, Mab, Wahrend die Hauptmenge (etwa 90°/,) in der Liésung blieb 
ep Mund mit Alkohol gefallt werden konnte (IIIb). Die Barium- 
it ME werte sind: 

Illa = 41,3°/,; IIIb = 32,8°/,. 


Ne Uberblickt man die verschiedenen Bariumwerte, so sieht man, 
dab die Fraktionen Ia = 49,1°/,, la, = 50,8°/, und Ila = 47,5°/, 
Werte zeigen, die auf ein Gemisch organischer und reichlich an- 

nj @@ organischer Bariumsalze hindeuten. Die Fraktionen Ib = 38,2°/,, 

la, = 44,8°/,, Ib = 41,1°/, und IIIa = 41,3°/° stellen Werte 
dar, die fiir Bariumsalze der Diester sprechen kénnten. Nun 
konnten wir jedoch feststellen, daB sie anorganisches Phosphat 
enthielten, das nur als Bariumphosphat vorliegen kann. In 
te | jiesen Fraktionen ist daher der Bariumwert durch Anwesenheit 
von Bariumphosphat erhdht. Die Fraktionen III = 29,3 °/, 
ind IIlb = 32,8°/, deuten auf Bariumsalze der Monoester hin. 


M- Die Frage ist allerdings, wie man sich den Gehalt der 
einzelnen Fraktionen an Bariumphosphat erkliiren soll. In diesem 
Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB die Fraktion III mit 
uspriinglich 29,3°/, Ba eine unlésliche Fraktion IIIa mit 41,3°/, 
wd eine lésliche, mit Alkohol fillbare Fraktion mit 32,8°/, Ba 
ervibt. Beide Werte zeigen also einen héheren Ba-Wert als 
ire Ausgangssubstanz. 


1D 


Durch die verschiedenen Bariumwerte werden naturgemiB 
auch die ©,- H-, N-, P-Werte beeinfluBt. Es ist durchaus denk- 
bar, daB Substanzen, die Bariumphosphat enthalten und einen 

@ ba-Wert von etwa 41°/, zeigen, auch fiir die iibrigen Elemente 
ie @ Werte ergeben, die einen Diester vortiiuschen. 


“ Oben wurde schon erwahnt, daB wir aus den Bariumsalzen 
“'@ I-III ein Brucinsalz erhielten, das eindeutig auf ein solches 
ch @ ‘er Thymin-desoxyribose-monophosphorsiure hindeutete. Wir 
™ @taben nun noch einzelne Ba-Fraktionen in Brucinsalze iiber- 
ch sefiihrt. Aus der Fraktion III erhielten wir iiberwiegend ein 
2 ® Srucinsalz mit folgenden Werten 
* C H NP 
“ i ek, oe ote Se ek 4 60,39 6.29 7,43 2,95 
60,27 610 — 

Ber. (fiir Brucinsalz der Thymin- 

as desoxyribose-monophosphorsiiure) 60,51 6,08 7,57 2,79 


[a]22 = — 70,4° (Pyridin); [#2 = — 70,5° (Pyridin). 
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Die gefundenen Werte deuten eindeutig auf das Brucinsal; 
der Thymin-desoxyribose-monophosphorsiure hin. Uberraschender. 
weise lieB sich nun aber aus der Mutterlauge in kleinsten Mengey 


eine Substanz gewinnen, die auf das Brucinsalz der Thymin.| 


desoxyribose-diphosphorsiaure hindeutet: 


C H N 
Gef. . . 61,65 6,85 6,90 
Ber. . . 61,85 6,11 7,08. 
(o]}2? = — 53,8° (Pyridin); [«]?§ = — 53,6° (Pyridin). 


Aus der Fraktion IIIb lieB sich wiederum nur das Brucin-| 


salz der Thymin-desoxyribose-monophosphorsiure isolieren: 


C H N 


Gef. . 60,61 6,29 7,25. 


Aus den in geringer Menge erhaltenen vereinten Fraktionen |)’ 
und I{b stellten wir ein Brucinsalz her, das wieder auf das Salz’ 


der hymin-desoxyribose-diphosphorsiiure hindeutete: 


C H N 
Gef.... . 61,83 6,84 7,08. 
(a7? =— 74,9° (Pyridin); [o!2! =— 74,1° (Pyridin). 


Sonderbarerweise war nun die Drehung mit —74,9° (bzw. 
—74,1°) eine giinzlick andere wie die fiir das oben beschriebene! 
Salz des Diesters mit —53,8° bzw. —53,6°. Diese Verschieden-| 
heit beweist, daB die beiden Salze trotz gleicher Analysen ver- 
sind und daB zumindest bei einem der Salze durch’ 
Beimengungen ein Brucinsalz des Diesters nur vorgetiiuscht wird. 
Danach scheint es nicht einmal sicher, ob iiberhaupt eins der 
beiden Salze das der wahren Thymin-desoxyribose-diphosphor-’ 


schieden 


siure ist. 


Ks mag auffallend erscheinen, daB wir keine Brucinsalze der; 
Wir fiihren es auf die’ 
Anwendung zu kleiner Substanzmengen zuriick und glauben, dab: 
wir bei Verwendung gréBerer Substanzmengen aus den Mutter-| 
laugen auch Brucinsalze der Cytosin-Verbindungen isoliert hitten. | 

Die eingehende Bearbeitung der Leveneschen Versuche hat 
uns gezeigt, daB sicher tiberwiegend Monoester vorliegen. (): 
dariiber hinaus noch Diester vorliegen, scheint uns gleichfalls” 
noch nicht sicher bewiesen, wenn wir eine solche Méglichkeit” 
Wir glauben, daB erst eine ell-) 
gehende Untersuchung der aus den Brucinsalzen erhiiltlichen 


Cytosin-Verbindungen gefunden haben. 


auch nicht ablehnen wollen. 


Bariumsalze einen sicheren Entscheid erméglichen wird. 
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Nach unendlich miihseligen und schwierigen Untersuchungen 
er zben Levene und Thannhauser mit Recht geglaubt, die 
SLM Existenz der Diphosphorsiureester der Pyrimidinnucleotide be- 
1N-@ viesen zu haben. Soweit es uns bisher miglich war, haben wir ver- 
Bacht, diese fir die Konstitution der Thymonucleinsiiure und 
javiiber hinaus vielleicht aller Polynucleotide wichtige Frage zu 
priifen und zu kléren. Auf Grund unser bisherigen Unter- 
schungen sehen wir keinen klaren Beweis fiir das Vorliegen 
@ on Diphosphorsaiureestern, wenn wir auch eine solche Méglich- 
in-WM {eit nicht mit Sicherheit ausschlieBen kénnen. Wir halten es 
@edoch vorerst nicht mehr fiir zulissig, bei der Konstitutions- 
wiklirung der Thymonucleinsiure und der anderen Polynucleotide 
lie Existenz der Diphosphorsiureester der Pyrimidinnucleotide als 

[) Mvesicherte Grundlage weiterer Untersuchungen anzusehen. 


alz® ' ™ . 

Fir Unterstiitzung bei der Durchfiithrung der vorliegenden 
Untersuchungen sind wir der Deutschen Forschungsgemeinschatt 
nu groBem Dank verpflichtet. 

Beschreibung der Versuche. 
We 


Thymonucleinsaure aus Rindermilz. Zur Darstellung der Thymo- 
LEG wucleinsiure aus Rindermilz wurde im wesentlichen die von Levene”) 


n- @ nit Thymusdriisen angewandte Methode benutzt. Fiir die Reinigung wurde 
. Mg cine neue Methode ausgearbeitet. 
hl 5 kg vom iuBeren Bindegewebe befreite Milz wird auf Eis zum Ge- 


fieren gebracht und danach im Fleischwolf zerkleinert. Der Milzbrei 
wird mit 5 Liter 5°/,iger Kochsalzlésung versetzt und unter stindigem 
el'@ Riihren und NachgieBen des verdampfenden Wassers 1'/, Stunde gekocht. 
T- @ Dann werden 7°/, des frischen Driisengewichtes an Natriumacetat (krystall- 
@ \asserhaltig) zugesetzt und etwa 15 Minuten spiiter 250 g technisches 
Atznatron in etwa 385°/,iger Losung. Man liBt unter dauerndem Riihren 
uochmals 1/, Stunde kochen und neutralisiert dann mit Eisessig gegen 
“@ lackmus. Nun werden 60 ccm kolloidale Eisenlésung (5°/) Fe,O,, Merck) 
i nugegeben und auBerdem Eisessig bis zu einer Gesamt-Eisessigmenge von 
r- | Liter. Jetzt wird sofort heiB zentrifugiert und das in der Hitze klare 
». @ filtrat unter stindigem starkem Riihren miBig schnell mit waBrig-alkoho- 
@ ischer Salzsiure (866 cem vergiillter Alkohol + 134 ccm konzentrierte Salz- 
‘iure d = 1,12) bis zur kongosauren Reaktion versetzt. An einem kiihlen 
@ rt 148t man iiber Nacht absitzen. Die iiberstehende braune Fliissigkeit 
iS @ wird abgehebert und der Niederschlag abgesaugt. Er wird im Mérser mit 
it @ '0°,igem Alkohol verrieben und wieder abgesaugt. Die gleiche Operation 
wird wiederholt mit 80°/,igem Alkohol, 96°/,igem Alkohol und schlieBlich 
nit viel Ather. Der anhaftende Ather wird im Vakuum iiber Chlorcalcium 
entfernt. 


') J. of Biol. Chem. 53, 441 (1922). 
lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 
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Ausbeute 9—10 g je kg Milz. Fiir die Erzielung einer guten Ausbeute 


scheint es wichtig zu sein, kleine Milzen junger Tiere zu verarbeiten. 


Das Rohprodukt ist ein sehr leichtes, stark stiubendes, schwach graues, 


amorphes Pulver. 


Zur Analyse wurde bei 2 mm und 80° iiber Phosphorpentoxyd ce. 
J p p J ~ 


cetrocknet. 
a) 4,118 mg Subst.: 0,516 cem N, (19°, 751 mm): 
b) 4,042 mg Subst.: 0,506 ecm N, (21°, 755 mm); 
c) 4,500 mg Subst.: 0,559 ecm N, (21°, 740 mm); 
0,1313 g Subst.: 0,0405 g Mg,P,O,. 
©, 6H5;N,;P 09, (1253,4) Ber. N 16,77 P 9,89 
Gef. ,, 14,48, 14,44, 14,05 ,, 8,59. 


Reinigung des Rohproduktes: 25 g Rohprodukt werden in 800 ccm 
Wasser und 120 cem 2 n-Ammoniak gelist und zum Sieden erhitzt. Dany 
werden 5g festes Ammonchlorid und 50 cem 2 n-Ammonsulfidlésung zu 
gegeben. Vom ausgeschiedenen Eisensulfid wird heib abgesaugt und di 
erkaltete Loésung nochmals durch eine Kieselgurschicht gesaugt. Die klare, 
aber dunkle Lésung wird mit 50 ccm Eisessig versetzt. Zur Entfernung 
des Schwefelwasserstoffs wird Luft dureh die Lésung gesaugt; dabei 
schiumt die Fliissigkeit sehr stark. Nach Vertreiben des Schwefelwasser. 
stofts wird die Lésung unter stiindigem Riihren mit dem doppelten Volumen 
vergilltem Alkohol und dann mit wiibrig-alkoholischer Salzsiiure (Kon- 
zentration vgl. oben) bis zur kongosauren Reaktion versetzt. Die sich 
rasch absetzende Nucleinsiiure kann nach etwa 1/, Stunde abgesaugt werden. 
Die weitere Behandlung ist die gleiche wie beim Rohprodukt. Ausbeute: 
15 ¢ (= 60°/, des Rohproduktes). 

Die gereinigte Thymonucleinsiiure stellt ein fast weiBes Pulver dar 

Zur Analyse wurde bei 80° und 2 mm iiber Phosphorpentoxyd ge 
trocknet. 


4,935 mg Subst.: 0,727 cem N, (22°, 740mm). — 0,2048 g Subst 
0,0711 g Mg,P,0,. 
Ber. N 16,77 P 9,89 Gef. N 16,60 P 9,67. 


Hydrolyse der Thymonucleinsaure mit Methanol = Salzsaure. 
(Nach Thannhauser und Blanco’)). 30 g Thymonucleinsiiure (Rob- 
produkt) wurden in 600 cem absolutem Methanol suspendiert und unte: 
Kithlung Chlorwasserstoff bis zur Gewichtszunahme von 150 g eingeleitet. 
Dabei ging fast alle Nucleinsiiure in Lisung. Das Reaktionsgemisch wurde 
dann 45 Stunden auf dem Wasserbad am Riickflu8kiihler gekocht. Nach 
Stehen iiber Nacht schied sich aus der dunklen Lésung nur wenig einer 
braunen Substanz ab, die abgetrennt und verworfen wurde. Die klare 
Lésung wurde dann im Vakuum bei 40° Badtemperatur auf 100 cem ein- 
geengt und 36 Stunden bei 0° aufbewahrt. Dabei schieden sich 4,1 g eines 
Gemisches von Guanin- und Adeninchlorhydrat ab. Das klare Filtrat wurde 
mit Wasser auf 500 ccm verdiinnt und mit Silbercarbonat gegen Kongoro! 
neutralisiert. Das Filtrat des sorgfiiltig ausgewaschenen Silberniederschlage: 
wurde mit Schwefelwasserstoff von Ag-Ionen befreit und das Filtrat des 
Silbersulfids nach Entfernen des Schwefelwasserstoffs im Vakuum auf 40 ccm 
eingeengt. Nach 86stiindigem Stehen bei 0° hatten sich 0,5 g Thymin al 
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seschieden, von dem abgesaugt wurde. Das Filtrat wurde rasch mit 750 cem 
Methanol versetzt, der Niederschlag verworfen und das Filtrat ohne Riick- 
sicht auf eine etwa auftretende Triibung im Vakuum eingeengt. Der zu 
riickbleibende Sirup wurde mit Methanol aufgenommen und der entstandene 
Niederschlag abgesaugt. Durch Versetzen des Filtrats mit nochmals etwa 
350 cem Methanol war noch eine geringe Menge Niederschlag zu erhalten. 
Gesamt- Methanol- Fiillung: 0,7 g. (I). Die methylalkoholische Lésung 
wurde im Vakuum verdampft, der Riickstand mit etwa 75 ccm Methanol 
aufgenommen und die Lésung unter Riihren mit 1 Liter Ather versetzt. 
Von der sich schnell zusammenballenden Fillung wurde die iiberstehende 
Flissigkeit abgegossen, die Fiillung rasch abgesaugt, mit Ather ausgewaschen 
und noch ditherfeucht in den Exsiccator gebracht. Ausbeute: 4,83 g (ID). 

II wurde in Wasser gelést und die Lésung mit einer alkoholischen 
Brucinlésung gegen Lackmus neutralisiert. Die Lésung wurde zur Trockne 
verdampft und der Riickstand 6mal aus 35°/,igen Alkohol umkrystallisiert. 
Die Krystalle hatten die Zusammensetzung des Brucinsalzes der Thymin- 
desoxyribose-monophosphorsiiure. 

Die Verbindung wurde zunichst bei 140° und 2 mm iiber Phosphor- 
pentoxyd zur Konstanz getrocknet. Ebenso wurden die Einwagen noch- 
mals unter den gleichen Bedingungen getrocknet. Die wasserfreie Substanz 
ist hygroskopisch. Bei der C-, H-Bestimmung wurde mit einer Mikroflamme 
nach Boetius!!) verbrannt. 

4,735 mg Subst.: 10,520 mg CO,, 2,630 mg H,O, — 3,602 mg Subst.: 
0,234 cem Ng (20°, 759 mm). 

Y10HgNgPO, (C,3H..0,N.). (1110,59) 
Ber. C 60,51 H 6,08 N %, 
Gef. ,, 60,59 », 6,21 i: Se 


—0,64 x 2,2004 


a iB - = — 70,4 (in Pyridin). 
“> = 1 x 0,0204 x 0,98 pil sain 


Aus I konnte nur Brucin und Brucinphosphat gewonnen werden. 

In einem 2. Versuch wurden 30g Thymonucleinsiiure bis zur Ab- 
scheidung des Thymins wie oben aufgearbeitet. Das Filtrat des ‘Thymins 
wurde mit 70 cem 25°/,iger neutraler Bleiacetatlésung versetzt. Die Blei- 
salze wurden abzentrifugiert, in Wasser aufgeschlimmt und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Das Filtrat des Beisulfids wurde auf 10 ccm eingeengt 
und mit 250 cem Methanol gefiillt. Aus dieser Fillung lieBen sich keine 
Brucinsalze gewinnen. Das Filtrat der Methanolfillung wurde eingeengt, 
der Riickstand in wenig Methanol aufgenommen und mit Ather gefillt. 
Der Niederschlag wurde in Wasser gelést und wie oben das Brucinsalz 
hergestellt. Die Lésung wurde, obwohl sich von selbst geringe Krystall- 
mengen abschieden, eingedampft und der Riickstand in 8 cem heibem 
30"/,igen Alkohol gelést. Die nach Stehen bei 0° abgeschiedenen Krystalle 
wurden noch 2mal aus 35%,igem Alkohol umkrystallisiert. Sie hatten die 
Zusammensetzung des Brucinsalzes der Thymin-desoxyribose-monophos- 
phorsdure. 


_ ") Boetius, Uber die Fehlerquellen bei der mikroanalytischen Be 
simmung des Kohlen- und Wasserstoffs, Berlin 1931. 
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Zur Analyse wurde bei 140° und 2mm iiber Phosphorpentoxyd g¢. 
trocknet. 
4,385 mg Subst.: 9,730 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 3,882 mg Subst.: 
0,219 cem N, (22°, 744 mm). 
Ber. C 60,51 UH 6,08 N 17,57 
Gef. ,, 60,56 ,, 6,20 » ae 
aii —1,67 x 0,7982 


i =~ O00" Ga Pein, 
“0 = 0,5 x 0,98 x 0,0394 ii 


Hydrolyse der Thymonucleinsaure mit 2°/,iger Schwefelsaure. 
‘Nach Levene*’).] 30 g Thymonucleinsiure wurden in 300 cem 2°), iger 
Schwefelsiure 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Von der aus de: 
dunkelbraunen Lésung in der Kilte abgeschiedenen geringen Menge Sub- 
stanz wurde abgesaugt und das Filtrat mit gesiittigtem Barytwasser versetzt, 
bis sich im Filtrat Bariumionen nachweisen lieBen. Der Bariumiiberschul 
wurde quantitativ mit Schwefelsiiure entfernt und die vom Bariumsulfat 
befreite Lésung auf 150 cem eingeengt. Von einer kleinen Menge brauner 
Substanz wurde abgesaugt und das Filtrat mit 25°/,iger neutraler Bleiacctat- 
lésung versetzt. Die Bleisalze wurden mit Schwefelwasserstoff zerlegt und 
das Filtrat des Bleisulfids auf 100 ccm eingeengt, die mit Barytwasser 
neutralisiert wurden. Vom abgeschiedenen Bariumphosphat wurde dic 
Lésung durch Zentrifugieren befreit und das klare Filtrat iiber freier 
Flamme erhitzt. Dabei schieden sich 0,7 g Bariumsalz ab. Das Filtrat 
wurde im Vakuum auf die Hiilfte eingeengt und nochmals zum Sieden er- 
hitzt, wobei sich nochmals 0,45 g Bariumsalz abschieden. Aus der Mutter- 
lauge konnten mit Alkohol weitere 2,1 g Bariumsalz gefillt werden. All 
Bariumsalze wurden gemeinsam iiber das Bleisalz in das Brucinsalz iiber 
gefiihrt. Es wurden 0,650 g Brucinsalz erhalten, die sich nach 8 maligen 
Umkrystallisieren als das Salz der Thymin-desoxyribose-monophosplior- 
siure erwiesen. 

Zur Analyse wurde bei 140° und 2 mm iiber Phosphorpentoxyd ¢ 
trocknet. 

4,345 mg Subst.: 9,600 mg CO,, 2,360 mg H,O. — 5,680 mg Subst 
0,367 ccm N, (23°, 753 mm). — 4,386 mg Subst.: 8,21 mg (NH,),PO,(Mo0,)... 

Ber. C 60,51 H 6,08 N 7 
Gef. ,, 60,26 ,, 6,08 a 


Ci eeenttien sarc = — 71,6° (in Pyridin). 


Untersuchung der bei der Schwefelsiurehydrolyse erhaltenen 
Bariumsalze. 100g Thymonucleinsiiure wurden wie oben mit 2°,ige: 
Schwefelsiiure hydrolysiert. Die durch Kochen erhaltenen Roh-Bariumsa!z¢ 
(I und II) wurden mit Wasser geschiittelt. Die Riickstinde (Ia und Ila 
sowie die aus der Lésung wieder mit Alkohol gefillten Bariumsalze (1) 


und IIb) wurden analysiert. Fraktion Ia wurde nochmals mit Wasser au! 


der Schiittelmaschine behandelt; Riickstand-Ia, sowie das aus dem Filtrat 
mit Alkohol gefillte Bariumsalz Ia, wurden gleichfalls analysiert. Au: 
dem Filtrat von II wurde mit Alkohol das Bariumsalz III gefiillt. lin 
Teil (3 g) von III wurde iiber das Bleisalz erneut in das Bariumsalz ver 
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wandelt. Beim Kochen der neuen Bariumsalzlésung schied sich nur sehr 
wenig Substanz Ila ab, wihrend aus dem Filtrat die Hauptmenge der 
Bariumsalze mit Alkohol gefillt werden konnte (Fraktion IIIb). 

Die Ausbeuten an den einzelnen Bariumsalzfraktionen betrugen: 
[=21¢g, 1=1,2g, Il =7,0g; Teile dieser Fraktionen I—III wurden 
auf die weiteren Fraktionen verarbeitet: Ia = 950 mg, Ib = 84 mg, 
lu, = 280 mg, Ia, = 60 mg, Ila = 130 mg, Ib = 44 mg, Illa = 75 mg, 
iI[b = 630 mg. 

Zur Analyse wurden die Bariumsalze bei 100° und 2mm iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. 


Fraktion I... . . 0,1472 g Subst. 0,1167 g BaSO, 46,7°/, Ba 
ma . . . 0,1430¢g __,, 0,11938 ¢ , 49,1°/, 
Ib ..... 00887¢g 0,05438¢  . 38,2), 
im ...:.. Qatte ., 0,1062¢ ,, 50,8 °/, 
a + « Oe «# 0,0454 g¢ - 44,8°/, 
= . -» «. OFSe ,, 0,0879 ¢ ” 42,2°/) 
Ila ..... 012782 ,, 0,1031¢ 47,5°/, 

IIb . .*. 0,0410¢g  ,, 0,0286¢ 41,1°/, 
I .... . O1185¢g  ,, 0,0890 2. 29,3/, 
fem 2 os» . Oe  , 0,0515¢ ~—,. 41,3°/, 
ee...» . O88 e ,, 0,0700 ¢ . 32,8°/, 


Die Bariumsalzfraktionen, die auf Brucinsalz verarbeitet wurden, 
wurden mit wenig 2 n-Essigsiiure in Lésung gebracht und mit der Aqui- 
valenten Menge 2 n-Schwefelsiiure versetzt. Das ausgeschiedene Barium- 
sulfat wurde abgesaugt und das Filtrat mit alkoholischer Brucinlésung 
segen Laeckmus neutralisiert. Die Lésungen wurden im Vakuum ein 
gedampft und der Riickstand mit Wasser von eventuellem Brucinsulfat, 
sidann mit Alkohol von eventuellem iiberschiissigem Brucin befreit. Der 
Riickstand wurde aus 35°%/,igem Alkohol umkrystallisiert. 

Aus den vereinten Fraktionen Ib und IIb wurde nach 3maligem Um- 
krystallisieren ein Brucinsalz von der Zusammensetzung der Thymin- 
desoxyribose-diphosphorsiiure gewonnen. 

Zur Analyse wurde bei 140° und 2mm iiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknet. 

5,082 mg Subst.: 11,410 mg CO,, 2,850 mg H,O. — 6,210 mg Subst.: 
378 cem N, (20°, 754 mm). 

Ber. C 61,85 H6,l1 N 7,08 

Gef. ,, 61,838  ,, 6,84 ,, 7,08. 

. —0,42 x 1,4410 

>» 0,5 X 0,98 x 0,0165 
—0,82 X 0,6377 


[ oe jz" = 0.5 v; 0.98 x 0.0144 = 74,1 ° (in Pyridin). 


= — 74,9° (in Pyridin). 





Aus der Bariumsalzfraktion III wurde nach 3maligem Umkrystallisieren 
‘i Brueinsalz von der Zusammensetzung der Thymin-desoxyribose-mono- 
phosphorsiure erhalten (0,75 g). 
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Zur Analyse wurde bei 140° und 2 mm iiber Phosphorpentoxyd g¢. 
trocknet. 


5,052, 4,570 mg Subst.: 11,190, 10,100 mg CO,, 2,840, 2,490 m H,0, — 
6,030 mg Subst.: 0,391 cem N, (28°, 755 mm). — 4,270 mg Subst.: 8,67 ino 
(NH,),PO,(MoO,),9- 

C,,H,;NgPO,° 2(C,,H,,0,N,) (1110,59) 
Ber. C 60,51 H 6,08 N 7,57 =P 2,79 
Gef. ,, 60,39, 60,27  ,, 629,610 ,, 7,48 4, 2,95. 
me Se 
a = 0,5 X 0,98 x 0,0322 = (0,4 (in Pyridin). 
: Aus den Mutterlaugen der vorstehenden Substanz wurde in geringe 
j Menge (80 mg) nach 3maligem Umkrystallisieren ein Brucinsalz von der 
Zusammensetzung der Thymin-desoxyribose-diphosphorsiure erhalten. 
Zur Analyse wurde bei 140° und 2 mm iiber Phosphorpentoxyd ge. 


trocknet. 
4,530 mg Subst.: 10,240 mg CO,, 2,570 mg H,O. — 4,837 mg Subst.: ] 
922 an Y 0 

0,288 cem N, (21°, 758 mm). wahrs 
C,H gNoP,0,, + 4(CygHyg0,N,) (1979,06) tier! 
Ber. C 61,85 H 6,11 N 7,08 Ansic 

Gef. ,, 61,65 ., 6,35 ,, 6,90. sel 
fande 


—0,38 X 2,4155 : ; 7s i. 
faj?? = ——— 2—_____ — — 53,8° (in Pyridin). saure 
0,5 X 0,98 x 0,0348 : 





Feul 

, —0,71 xX 1,3143 . ” ~ 

ep, = 05 0.98 . ore = — 53,6° (in Pyridin). erbra 
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Aus der Bariumsalzfraktion IIIb wurde nach 6maligem Umkrystalli- iw ¢ 
sieren wiederum das Brucinsalz der Thymin-desoxyribose-monophosphor- lick . 
siure erhalten. “4 on 
Zur Analyse wurde bei 140° und 2mm iiber Phosphorpentoxyd g Prag 
trocknet. f weite 
4,570 mg Subst.: 10,160 mg CO,, 2,570 mg H,O. — 4,730 mg Subst. teil ¢ 
0,295 eem N, (21°, 761 mm). arbel 
C,oH,,N,PO,+ 2(C,,H.,0,N,) (1110,59) gar I 

Ber. C 60,51 H6,08 N 7,47 Bewe 

Gef. ,, 60,61 ,», 6,29 —/ 2 | keine 

suure 

durcl 

aus 

Meth 

Tren 

nisch 

I. 10, 


Ho 














Uber die Lokalisation der Hefenucleinsiure 
in pflanzlichen Zellen. 
Von 
M. Behrens. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat GieBen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1938.) 


Feulgen und Rossenbeck*) hatten es vor liingerer Zeit sehr 
wahrscheinlich gemacht, da die Thymonucleinsiure, die sogenannte 
,tierische* Nucleinsiiure, entgegen der in der Literatur verbreiteten 
Ansicht auch die Nucleinsiiure der Pflanzenzellkerne ist. Sie 
fanden, daB die Kerne der Pflanzen die fiir die Thymonuclein- 
siure typische Nuclealreaktion geben. Kiirzlich konnte durch 
Feulgen, Behrens und Mahdihassan?*) der exakte Beweis 
erbracht werden, daB die nuclealpositive Substanz der planzlichen 
Zellkerne tatsichlich mit der tierischen Thymonucleinsaure identisch 
ist. Sie konnten aus auf mechanischem Wege’) isolierten pflanz- 
lichen Zellkernen Thymonucleinsiiure darstellen. Offen blieb die 
Frage, ob die ,,pflanzliche“ Hefenucleinsaiure, die man seither ohne 
weiteres in die pflanzlichen Zellkerne hineinverlegt hatte, Bestand- 
tell des Kernes oder des Protoplasmas ist. Feulgen und Mit- 
arbeiter haben schon friiher vermutet, daB die Hefenucleinsiure 
gar nicht im Zellkern, sondern im Protoplasma vorkomme. Ein 
Beweis fiir diese Ansicht lag aber noch nicht vor, zumal wir 
keine histochemische Reaktion zum Nachweis von Hefenuclein- 
siure haben. Der exakte Beweis konnte also nur erbracht werden 
durch praiparative Isolierung und Nachweis der Hefenucleinsiure 
aus reinem pflanzlichem Protoplasma, und das setzt wieder eine 
Methode zur priiparativen Darstellung des Protoplasmas und dessen 
Trennung von den Zellkernen voraus. Kine Methode zur mecha- 
uschen Trennung von Zell- und Gewebebestandteilen wurde von 


) Diese Z. 135, 203 (1924). 2) Diese Z. 246, 203 (1937). 
_ *) M. Behrens, in Abderhaldens Biolog. Arbeitsmethoden, Abt. V, 
I. 10, erscheint demniichst. 
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mir friiher angegeben. Die Trennung wird auf Grund des yer. 
schiedenen spezifischen Gewichts der Zell- und Gewebebestandiejle 
nach feinster Vermahlung vorgenommen. Die Trennung geschieh; 
in indifferenten organischen Fliissigkeiten von entsprechendey 
spez. Gew. Das Auftinden der geeigneten spez. Gew. war nun 
friiher sehr zeitraubend und schwierig, weil es durch langwieriges 
und miihsames Probieren erfolgte. Die Arbeit verursachte unter 
Umstiinden tage- und wochenlange Versuche. Diese Methode 
wurde aber so vereinfacht, daB sie in wenigen Minuten ausgefiihy 
werden kann, wie aus dem praktischen Teil hervorgeht. 

Als pflanzliches Material habe ich Keime von Cerealien |e- 
nutzt, weil diese die klassische Fundstiitte, der mit der Hefe. 
nucleinsiure identischen Triticonucleinsiure ist. Dasselbe Material 
wurde ja auch von Feulgen, Behrens und Mahdihassan in 
der oben zitierten Arbeit angewandt, um die Zellkerne und daraus 
wieder die Thymonucleinsiure zu isolieren. Der Nachweis vou 
Hefenucleinsiure im Protoplasma dieser Gebilde erscheint daher 
besonders eindrucksvoll. Es gelang mir in der Tat geniigend kem- 
freies Protoplasma darzustellen und aus diesem Hefenucleinsiure zu 
isolieren. Wir wandten die Methode von Levene und La Forge 
fiir die Gewinnung der Triticonucleinsiiure aus Weizenkeimen an. 
Da das Material schon wegen seiner langwierigen Darstellung 
immerhin wertvoll war, wurde auf eine Totalspaltung der isolierten 
Hefenucleinsiure zwecks Identifizierung verzichtet und folgendes 
charakteristisches Verhalten fiir die Identifizierung ausgenutzt: 

1. EKlementaranalyse. 

2. Alkalische partielle Spaltung der Hefenucleinsiiure und 
Nachweis der Guanylsaiure. Dieses Verhalten muB als besonders 
charakteristisch angesehen werden, da in Keimen yon Cerealien 
keine andere Substanz vorkommt, die bei alkalischer Hydrolyse 
Guanylsiure liefert. Nach H. Steudel zerfallt Hefenucleinsiiure 
(im Gegensatz zur Thymonucleinsiiure) bei alkalischer Reaktion 
leicht in die einzelnen Nucleotide, und von diesen kann die Guany!- 
siure nach R,. Feulgen*) bei neutraler Reaktion als Dinatriun- 
salz leicht und fast quantitativ mit Natriumacetat ausgesalze: 
und durch Umscheiden aus heiBer Natriumacetatlésung gereinigt 
und von den anderen Nucleotiden getrennt werden. Fiir «ie 
Identifizierung der Guanylsiure verfiigen wir nach R. Feulgen 
iiber zwei charakteristische Eigenschaften. Lost man niimlich 


*) Diese Z. 111, 257 (1920). 
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Guanylsiiure in tiberschiissiger Natronlauge, so fillt auf Alkohol- 
qusatz ein krystallisiertes, tertiiires Natriumsalz aus, bei dem das 
ht dritte Natriumatom am Guaanin sitzt, und weiter list sich sekun- 
dires guanylsaures Natrium in verdiinnter Essigsiiure zu einer 
Gallerte auf, weil sich hierbei das gelatinierende saure Mono- 


un 
an natriumsalz bildet. 
er 
i, Methodik. 
rt A. Bestimmung des spez. Gew. der zu isolierenden morphologischen 
Strukturen. Festlegung des spez. Gew. der Trennungsflissigkeiten. 
e- Sollen Zell- und Gewebebestandteile nach dem spez. Gew. getrennt werden, 
0. ist es wichtig, das spez. Gew. der zu isolierenden Bestandteile bzw. der 
.] geeigneten Trennungsfliissigkeiten zu kennen. Andernfalls ist man auf ein 
2% sehr langwieriges, miihsames Probieren angewiesen. Folgende Methode 
1 gestattet es, in einer kleinen Probe des durch Mahlen gewonnenen Gewebe- 
1s pulvers das spez. Gew. der einzelnen Zell- und Gewebebestandteile und 
0 gleichzeitig das spez. Gew. der geeigneten Trennungsfliissigkeiten zu ermitteln. 
ar Bringt man eine Substanz in eine Fliissigkeitssiule, in der spezifisch 
" immer leichter werdende Fliissigkeiten tibereinander geschichtet sind, so 
kommt dieselbe, wenn nétig durch Zentrifugieren beschleunigt, in der 
u Fliissigkeitsschicht gleichen spez. Gew. zum Schweben. Bestimmt man das 
e spez. Gew. dieser Schicht, so ist damit das spez. Gew. der Substanz bekannt. 
n. Ein Substanzpulver, das sich aus Komponenten verschiedener spez. Gew. 


zusammensetzt, wie das Gewebepulver, zerlegt sich mithin in seine einzelnen 
Komponenten. Man erhiilt so verschiedene Zonen und durch Bestimmung 
des spez. Gew. der Zonen das spez. Gew. der Komponenten. Bestimmt man 
8 das spez. Gew. der Fliissigkeitsschichten zwischen den einzelnen Zonen, so 
erhilt man die spez. Gew. der fiir die Trennung geeigneten Filiissigkeiten. 

Zur Durehfiihrung dieser Methode wurden zwei Apparaturen ent- 
wickelt: 

1. Apparat zur Herstellung einer Flissigkeitssiule fallen- 
der spez. Gew. (Fig. 1, 8. 188). Der Apparat besteht aus einem U-Rohr, das 
iiber den Hahn H mit dem NiveaugefaiB N in Verbindung steht. Letzteres 
¢ ist mit Quecksilber gefiilit. Durch Heben und Senken von N kann das 

Quecksilber in den kommunizierenden Schenkeln FR, und /2, zum Steigen 
. und Fallen gebracht werden. &, enthilt einen Keil aus Hartholz oder 
Glas, der an seinem unteren Ende den Querschnitt von R, fast ganz aus- 
ill In R, kann bei Bedarf ein ebensolcher Holzkeil in umgekehrter 
Lage, also mit dem breiten Ende nach oben, eingefiihrt werden (in der 
Abbildung nicht gezeichnet). Das Quecksilber wird bis zum unteren Keil- 
t ende gesenkt, H geschlossen und N wieder hochgestellt. In R, wird eine 
| passende spezifisch leichte, in R, eine passende schwere, mit der ersteren 
nischbare Flissigkeit gefiillt. Lift man das Quecksilber langsam steigen, 
so liefert der Uberlauf von 2, stets die gleiche, oder bei eingefiihrtem 
Keil eine stetig abnehmende Menge der schweren Fliissigkeit. Der gleich 
hohe Uberlauf von R, gibt dagegen eine stetig zunehmende Menge der 
leichten Fliissigkeit. Das in schnellem Tropfen austretende, stetig leichter 
14* 
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werdende Gemisch wird in einem schlanken Zentrifugenglas aufgefangey 

. ° . . e ‘ as, 

Ein schwimmendes Korkscheibchen Ko.. nimmt die Wucht der einschlagey. 
5 


den Tropfen auf. 


Der Apparat erméglicht die Herstellung von Fliissigkeitssiiulen elie. 


biger Art. Die Wahl der Stammfliissigkeiten, Benutzung des Apparates 
mit oder ohne Keil in #, und schlieBlich der Durchmesser des angewandtey 
Zentrifugenglases, der meist 1 cm nicht iiberschreiten soll, beeinflussen dep 
Dichteabfall (Gradation) der Fliissigkeitsskalen derart, daB Skalen steilerey 
oder flacheren Abfalls in jeder gewiinschten Art erhalten werden kénney, 
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Es kann dem Experimentator iiberlassen bleiben, die fiir den gerade vor- 
liegenden Zweck passende Gradation zu wiihlen. Es besteht auch dic 
Méglichkeit, den Mischapparat nach Anbringen einer Zentimeterteilung zu 
eichen, wozu in gleichen Abstinden kleine Proben zwecks Bestimmung des 
spez. Gew. entnommen werden miissen. Aus der Eichkurve muB ablesbar 
sein, in welchem Verhiiltnis sich in jedem Querschnitt des U-Rohres beide 
Stammfliissigkeiten mischen. 


2. Apparat zur Bestimmung des spez. Gew. geringster 
Fliissigkeitsmengen und einzelner Zonen einer Flissigkeits: 
siule fallender spez. Gew. (Fig. 2). Prinzip: Eine abgemessene 
Menge der zu untersuchenden Fliissigkeit wird in einer kalibrierten Capil- 
lare a als Fliissigkeitsfaden durch einen Unterdruck in der Schwebe gehalten. 
Die GréBe des Unterdruckes, die dem spez. Gew. der Fliissigkeit pro- 
portional ist, wird durch das Fliissigkeitsmanometer b gemessen. Das Ver- 
fahren iihnelt der bekannten Methode, welche durch den Vergleich der 
Steighéhen zweier durch denselben Unterdruck hochgesaugten Fiiissig- 
keiten das spez. Gew. der einen ermittelt. Es bietet letzterer Methode 
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seu, gegeniiber unter anderem den Vorteil, daB die Bestimmung von der Ober- 
en fiichenspannung der zu untersuchenden Fliissigkeit unabhingig ist, da der 

freischwebende Fliissigkeitsfaden oben und unten die gleichen in ihrer 
lie. Wirkung sich aufhebenden Oberfliichen hat. 


ites Die Capillare a ist an ihrem unteren Ende spitz ausgezogen. Am 
ten oberen Ende steht sie mit b tiber einen Zweiwegehahn U-formig in Ver- 
den bindung. Der Hahn gestattet die Verbindung zwischen a und 6 zu unter- 
rel brechen, bzw. a@ mit einer Wasserstrahlpumpe zu verbinden. Zur Herstellung 


eh, des Unterdrucks dient eine, an der U-Verbindung seitlich angebrachte Injek- 
tionsspritze, deren durch Paraffin] abgedichteter Kolben durch eine Schraube 
bewegt werden kann. Das Manometergefi8 besitzt eine Vorrichtung zur 
automatischen Ejinstellung eines bestimmten Niveaus. 

Zu Beginn der Bestimmung ist der Zweiwegehahn geschlossen, der 
Kolben der Spritze in diese hineingeschraubt. Soll das spez. Gew. einer 
bestimmten Zone der Flissigkeitssiiule ermittelt werden, so wird das beziig- 
liche Zentrifugenglas vermittels eines, eine Vertikalbewegung gestattenden 
Halters so unter Capillare a gebracht, daB deren Spitze in der zu messen- 
den Zone endet. Die beim Eintauchen der Spitze eingedrungene Fliissigkeit 
der oberen Schichten wird durch Anheben von a entfernt. Das Anheben 
wird erméglicht durch einen kleinen Spielraum bei der Druckschlauch- 
yerbindung unterhalb des Zweiwegehahnes. Nun wird nach Herstellung 
der U-Verbindung durch langsames Herausschrauben des Spritzenkolbens 
die zu messende Fliissigkeitszone bis etwa 1 cm iiber eine als Marke 
gewihlte Stelle der Millimetereinteilung in die Capillare gesaugt. Dies 
Aufsaugen hat eine Fehlerquelle: Es bedarf einiger Ubung, um die 
Capillarspitze an die richtige Stelle zu bringen, so daB unter Beriicksichtigung 
des Nachsinkens der iibergelagerten Schichten doch die gewiinschte Zone 
zum Aufsaugen gelangt. Man wird also die Spitze entsprechend tief 
ansetzen, und notigenfalls das Zentrifugenglas wihrend des Aufsaugens 
nochmals um ein Geringes heben. Das gleichmiBige Mitaufsaugen zu 
bestimmender Partikel mag gegebenenfalls zur Beurteilung richtigen Arbei- 
tens dienen. 

Nun wird der Hahn geschlossen und das Zentrifugenglas entfernt. 
Von dem sehwebenden Fliissigkeitsfaden wird durch Anlegen von Filtrier- 
papier an die Capillarspitze nétigenfalls unter Anheben von @ soviel ent- 
fernt, da8 der obere Meniskus des Fadens mit der Marke der Millimeter- 
skala genau iibereinstimmt. Hierdurch wird ein ganz bestimmtes und immer 
gleichbleibendes Fliissigkeitsvolumen abgemessen. Vor Wiederherstellung 
der U-Verbindung mu8 das Vakuum erhéht werden, damit der Fliissigkeits- 
faden nicht teilweise wieder ausliuft. Durch Entfernung des Zentrifugen- 
glases ist der notwendige Unterdruck um einen gewissen Betrag gréBer 
geworden, welcher unter Beriicksichtigung der vormaligen EKintauchtiefe 
und des ungefiihren Verhiiltnisses des spez. Gew. der durchtauchten Fliissig- 
keitsschichten zu dem der Manometerfliissigkeit unschwer zu schiitzen ist. 
Nach Herstellung der U-Verbindung soll der Fliissigkeitsfaden seinen Stand 
behalten oder héchstens langsam steigen. Durch Herausschrauben des 
Spritzenkolbens wird der obere Meniskus des Fadens auf eine zweite héhere 
Marke eingespielt, wobei die Feineinstellung durch leichtes Hin- und Her- 
bewegen des Kolbens begiinstigt wird. Wihrend 1—2 mm iiber der Marke 
zwecks richtiger Ausbildung des Meniskus benetzt sein sollen, muS eine 
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Benetzung héherer Teile unbedingt vermieden werden. Man wiilt eine 
gleichbleibende Marke, um die Bestimmung von Verschiedenheiten do; 
Capillarenquerschnitts unabhingig zu machen. Nach Herstellung des 
Normalniveaus im ManometergefiB wird das Manometer abgelesen. Der 
Wert des entsprechenden spez. Gew. ist einer Eichkurve zu entnehmen. 

Nach Beendigung der Bestimmung wird die Fliissigkeit aus a dure}; 
Kinschrauben des Spritzenkolbens entfernt. In der Fliissigkeit schwehende 
Teilchen kénnen mikroskopisch identifiziert oder zu anderweitigen Unter. 
suchungen verwendet werden. Nach Herstellung der Verbindung mit de 
Wasserstrahlpumpe wird eine geeignete Waschfiiissigkeit durchgesauct und 
Rohr a durch Luftdurchsaugen fiir eine neue Bestimmung getrocknet. 

Zur Eichung des Apparates geniigt es, theoretisch den Stand des Mano. 
meters bei Messung zweier verschieden schwerer Fliissigkeiten genau 
bekannten spez. Gew. festzustellen. Die Ablesungen werden in das Koordi- 
natensystem, Manometerteilung: spez. Gew. eingetragen und geradlinig ver- 
bunden. Es empfiehlt sich die so erhaltene Eichkurve durch einige weitere, 
in verschiedenen Bereichen liegende Punkte zu korrigieren. Lage und 
Neigung der Eichkurve sind temperaturabhingig. Es mu8 daher entweder 
bei gleichbleibender Temperatur gearbeitet oder fiir verschiedene Zimmer. 
temperaturen verschiedene Eichkurven ermittelt werden. 

Die Genauigkeit der Methode hingt wesentlich ab von der Menge der 
zur Messung benutzten Flissigkeit und vom spez. Gew. der Manometer- 
fliissigkeit. Je geringer letzteres ist, desto griBer die jeweilige Steighihe 
und der Ausschlag bei Differenzen im spez. Gew. Der Menge der zur 
Messung benutzten Filiissigkeit sind durch die Ausdehnung der Zonen 
praktisch gleichen spez. Gew. im Zentrifugenglas und durch die Liinge der 
Manometercapillaren Grenzen gesetzt. 0,35 cem Flissigkeit, entsprechend 
etwa 40 cm Fiiissigkeitsfaden erweisen sich als zweckentsprechend. Bei 
Verwendung von (Ather), d = 0,714 als Manometerfliissigkeit und einer 
Manometercapillare von 110 em Liinge, kénnen dann spez. Gew. bis zum 
ungefihren Grenzwert d = 1,7 bestimmt werden. 


B. Gewinnung des Protoplasmas. 200 ¢ Roggenkeime werden durch 
Sieben und Windsichten (man liBt die Roggenkeime durch einen wagrechten 
Luftstrom fallen, der die leichteren Verunreinigungen mit sich wegfiihrt) you 
Verunreinigungen mdglichst befreit und 24 Stunden iiber Schwefelsiiure im 
Exsiceator getrocknet. Dann werden die getrockneten Keime im Scheide- 
trichter durch Absitzenlassen in einer Tetrachlorkohlenstoff—Benzolmischung 
vom spez. Gew. 1,350 (etwa 800 ccm) weiter gereinigt. In dieser Mischung 
gehen die Roggenkeime nach oben, wiihrend Sand, beigemengte Mehlkérper 
und andere Verunreinigungen zu Boden gehen. Das spez. Gew. der Fliissig: 
keit wurde durch Vorversuche nach dem oben beschriebenen Verfahren in 
einem Réhrchen mit fallenden spez. Gew. ermittelt. Das Gewicht der s0 
abgetrennten Verunreinigungen betrigt ungefiihr 42 g. 

Die gereinigten Roggenkeime werden in Benzol 2 Stunden in der von 
uns angegebenen Feinmiihle gemahlen®). Man erhilt ein komplex zusammen: 
gesetztes Gewebepulver aus Partikeln verschiedenster Zusammensetzung und 





5) R. Feulgen u. M. Behrens, Diese Z. 231, 85 (1935). Hersteller: 
Firma Otto E. Kobe, Marburg (Lahn). 
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Herkunft. Durch Absetzenlassen bzw. Zentrifugieren in einer Tetrachlor- 
kohlenstoff-Benzolmischung eines bestimmten spez. Gew. lassen sich die 
JZellmembranen und Kerne, weil spezifisch schwerer, nach unten absondern, 
wihrend die protoplasmatischen Bestandteile nach oben gehen. Das spez. 
(ew. wurde auch hier nach der oben beschriebenen Methode bestimmt und 
ist 1,885. Die Suspension wird durch Zusatz von Tetrachlorkohlenstoff auf 
ein spez. Gew. von 1,385 gebracht und 5 Minuten bei 1750 Touren zentri- 
fugiert. Der Bodensatz besteht aus Zellmembranen, Kernen und mit Zell- 
membranen verbundenen Zellteilen, das in Suspension gebliebene aus Proto- 
plasma, einigen Kernen und Zelltriimmern. Das Nachobengegangene wird 
zu Protoplasmagewinnung weiter verarbeitet. Es stellt schon eine weit- 
gehende Anreicherung des Protoplasmas dar. Eine weitere Reinigung des 
Protoplasmas nach dem spez. Gew. ist nicht méglich, da sich das spez. Gew. — 
des Protoplasmas und der Kerne iiberschneidet. Durch Schlimmen kann 
diese Reinigung erreicht werden. Beim Mahlen in der Feinmiihle werden 


| querst die Zellverbiinde gesprengt und dann die einzelnen Zellen weiter 


zerkleinert. Das Protoplasma wird allmihlich abgeschliffen und zerfillt dabei 
in kleine Partikelehen, wihrend die Zellkerne als gréBere Partikel zuriick- 
bleiben. Um das Protoplasma durch Schliimmen von den Kernen zu be- 
freien, wird das Tetrachlorkohlenstoff—Benzolgemisch durch Zusatz von 
Benzol auf ein spez. Gew. von 1,250 erleichtert und 0,5 Minuten bei einer 
Tourenzahl von 1000 zentrifugiert. (Bei lingerem Zentrifugieren wiirden bei 
diesem spez. Gew. alle Teile zu Boden gehen. Die Schnelligkeit, mit der 
die Partikelehen zu Boden gehen, richtet sich nach ihrer GréfSe.) Das in 
Suspension Gebliebene wird nochmals zentrifugiert. Dieser Vorgang wird 
so lange wiederholt, bis die histologische Untersuchung eine genigende 
Reinheit der in Suspension gebliebenen Protoplasmafraktion ergibt®). Schlieb- 
lich wird die Protoplasmafraktion abgenutscht, wobei mit reinem Tetra- 
chlorkohlenstoff nachgewaschen und getrocknet wird. Die Ausbeute betriigt 
etwa 15 g. 


C. Isolierung der Hefenucleinsaéure aus dem Protoplasma. Bei 
der Darstellung der Hefenucleinsiiure aus dem Protoplasma hielten wir uns 
weitgehend an die Vorschrift, die Levene und La Forge’) fiir die Ge- 
winnung der Triticonucleinsiiure aus Weizenkeimen angegeben haben. 

15 g Protoplasma werden in 150 cem Wasser suspendiert, mit Toluol 
versetzt und 24 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. Nach Zugabe von 
0,75 ceem konzentrierter Salzsiiure und 0,2g Pepsin wird der Ansatz 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur gehalten. Das Ungeléste wird durch Zentrifugieren 
gewonnen, in 50 cem 0,2°/,iger Salzsiiure suspendiert und nach Zugabe von 
0,2 ¢ Pepsin nochmals 12 Stunden der Verdauung iiberlassen. Das Ungeléste 
wird an der Zentrifuge mit Wasser gewaschen, in 160 ccm Wasser suspen- 
diert und zur Lésung bis zur stark alkalischen Reaktion mit Kalilauge 
versetzt. Hierauf gibt man so lange 50°/,ige Essigsiure hinzu, bis die 
oy gegen Phenolphthalein gerade sauer reagiert. (Ein Uberschu8 an 


°) Histologische Untersuchung, Nuclealfiirbung: R. Feulgen, Hand- 
buch der biologischen Arbeitsmethoden, Abt. V, T reil II, S. 1035 (Gegen- 
firbung mit 1°/, alkoholischer Lichtgriinlésung). 

") Chem. Ber. 43, 3165 (1910). 
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Essigsiiure ist zu vermeiden, da sonst der entstehende Niederschlag rejch). 
liche Mengen der Hefenucleinsdure mitreibt.) Nach Abtrennung des Nieder. 
schlages wird die Hefenucleinsiiure durch Zusatz von 5n-Salzsiure ausgetiij}|t 
und mit Alkohol und Ather getrocknet. 

Die Ausbeute an roher Hefenucleinsiiure aus gereinigtem Protoplasm,; 
betrigt 450 mg, wihrend Levene und LaForge aus der entsprechendey 
Menge Weizenkeime nur 210 mg rohe Nucleinsiiure erhalten. Die bei der 
P- und N-Bestimmung erhaltenen Werte stimmen gut mit den von Clarke 
und Schryver’) geforderten iiberein. 


0,1140, 0,1097 g Subst. neutral. 7,2, 7,05 cem n/10-NaOH (Neumann), 
0,3155, 0,1832 g Subst. neutral. 3,32, 2,23 ccm n/10- H,SO, (Kjeldah)), 


Nach Schryver und Clarke Ber. P 7,8 N 16,2 
Gef. ,, 7,91, 8,05 ,, 16,61, 17, 


Zur Weiterreinigung wird die Hefenucleinsiiure in wenig Wasser sus. 
pendiert und mit Kalilauge in Lésung gebracht. Nach Zugabe von Phenol- 
phthalein wird so lange 50°/,ige Essigsiiure zugesetzt, bis die Rotfiirbung 
gerade verschwindet. Der entstehende Niederschlag wird durch Zentrifugieren 
abgetrennt. Durch Zusetzen der 10fachen Menge Alkohol wird die Hef 
nucleinsiure aus der Lésung ausgefillt. Ausbeute 350 mg. 

Die Substanz wird in Wasser unter Zusatz von Ammoniak geldst und 
in die 40fache Menge Eisessig gegossen. Der entstehende Niederschlag wird 
mit Alkohol und Ather getrocknet. Ausbeute 250 mg. 

Um die so gewonnene Substanz, die nach der Darstellungsart und dem 
P:N-Verhiiltnis Hefenucleinsiure ist, weiter zu identifizieren, wird aus ihr 
die fiir die Hefenucleinsiure typische Guanylsiure dargestellt. 

200 mg Substanz werden in 0,4 ccm Wasser suspendiert und durch 
Zusatz von 0,15 ecm 33°/,iger Natronlauge in Lésung gebracht. Die alka- 
lische Lésung 24 Stunden in den Brutschrank gestellt. Das nach dieser Zeit 
nicht in Lésung Gegangene wird abzentrifugiert und aus der Liésung durch 
Zusatz von Essigsiiure und 0,1 g Natriumacetat das guanylsaure Natriun 
ausgeschieden. Die gewonnene Substanz, die wie die Guanylsiure in kalter 
Natriumacetatlésung schwer, in heiBer leicht léslich ist, wurde mehrmals 
aus heiBer 20°/,iger Natriumacetatlésung umgeschieden. Ausbeute 22 mg. 
Durch mehrmaliges Lésen in n-Natronlauge und Fillen mit Alkohol wurde 
weiter gereinigt und krystallisiertes, tertiiires, guanylsaures Natrium erhalten. 
Auf Zusatz von Essigsiiure entstand, wie erwartet, das gelatinierende, primiire, 
guanylsaure Natrium. 


*) Biochemie. J. 11, 319 (1918). 
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Zur Komplexchemie des Eisens in &-Haminen. 
Von 
A. F. Richter. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Karls-Universitat Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mirz 1938.) 


Bei dem Molekiil des Chlorohiimins hatte man neben der «-Modi- 
fikation, die als erste bereits im Jahre 1853 als Teichmannsche Krystalle ') 
erkannt wurde, noch die folgenden Formen unterschieden. 

‘Die 6-Form, anders auch das Mérnersche Himin genannt, wurde 
schlieBlich von W. Kiister’) als selbstindige Modifikation erklirt und ge- 
kennzeichnet. H. Fischer, A. Treibs und K. Zeile wiesen im Jahre 1931 
die Selbstiindigkeit der 6-Form ab, indem sie diese — die eventuelle 
Acetylierung nicht ausschlieBend — als ein Additionsprodukt der a-Form 
mit Essigsiiure betrachteten’). Von dem Autor wurde aus dem nach 
A. Hamsik‘) dargestellten Laugenblutpulver ein essigsiiurefreies und von 
der «-Form verschiedenes Priiparat von Chlorohimin dargestellt®) und 
iiberdies aus der alkoholischen Lésung in homogener Reaktion ein eben- 
falls von der o-Form verschiedenes Priiparat von Chlorohimin erhalten; 
hiermit ist die Kiistersche Auffassung der Individualitaét der §-Modifikation 
erwiesen. Der $-Form sowie auch der meta-$-Form wird die niichste 
Mitteilung gewidmet. 

Die ,,Alloform‘, die R. Kuhn und C. Seyffert®) beschrieben haben, 
ist von H. Fischer und seinen Mitarbeitern als Diacetat des Himins er- 
kannt worden‘). 

Uberdies hatte der Autor’) die meta-a-Form beschrieben, von der 
sich die a-Form durch ,,die Orientierung der Elektronengruppierungen, die 
wit der Inanspruchnahme der sechsten Koordinationsstelle Hand in Hand 
geht“, unterscheidet. 

Nunmehr werden die krystallographischen und krystalloptischen Eigen- 
schaften, weiter die chemischen Eigenschaften und schlieBlich eine bequeme 


nikroskopische Reaktion, die insgesamt als Unterscheidungsmerkmale der 
«Strukturen dienen kénnen, angegeben. 


) Nach M. Cloetta, Arch. f. exper. Path. 36, 349 (1895). 

*) Diese Z. 109, 117 (1920). 3) Diese Z. 193, 1 (1931). 

‘) Diese Z. 80, 35 (1912). 

’) A. F. Richter, Cas. Lék. tes. 78, 860 (1931); Ber. Physiol 62, 509 
1931), 6) Ber. chem. Ges. 61, 307 (1928). 
) Liebigs Ann. 471, 237 (1929). 8) Diese Z. 190, 21 (1930). 
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Das zur tibersichtlichen Verfolgung der krystallographischen Eicey. 
schaften aufgestellte Schema’) ist auf Grund der Literaturangaben sowie 
der experimentellen Erfahrung mit den priiparativen Hiiminen folgender. 
maBen zu ergiinzen (vgl. hierzu die Fig. 1). ; 
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Als «,-Form werden die hiufig beobachteten und gemesseuel 
sechsseitigen Krystalle, aus denen durch die Verlingerung der 
Domaflichen die «’-Formen entstehen, bezeichnet. 


1) A. F. Richter, Diese Z. 190, 21 (1930). 
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Durch die abgebildete Kombination der Domaflachen ent- 
stehen die schematisch abgebildeten, unsymmetrisch gespaltenen 
Krystalle, deren Beschreibung z. B. von Morozewicz!) gegeben 
wurde: ,,sie (sc. Bromhiminkrystalle) sind nimlich an beiden Enden 
unsymmetrisch gespalten, wobei diese Spaltungen bei weiteren 
Krystallisationen entweder ganz oder teilweise mit Auswachs- 
kegeln ausgefillt werden. Diese Auswachskegel sind viel heller 
als die Krystalle selbst“. 

a, sind die tiblichen Teichmannschen Krystalle, die «/ die- 
selven schiefen Krystalle, in denen besonders das aus aktivem 
Hiimatin dargestellte Chlorohimin vorkommt. 

Die Abrundung der Endflichen fiihrt zu @, und «@/-Habitus. 
Es ist vielleicht nicht am Platze hervorzuheben, daB die «,-Form 
bei schiefer Kinstellung als «,-Form beobachtet wird, was mit 
voller Sicherheit an beweglichen Krystallen festgestellt wurde. 
Nach dem Befunde von Steinmetz wurde dieser «,-Habitus bei 
dem analytischen Protohimin von H. Fischer und B. Pitzer 
beobachtet: ,,Protohimin zeigt eine scharfe und eine etwas ab- 
vebogene Begrenzungskante“ *). Dieser Einstellungsfaktor ist wohl 
im Augenmerk zu halten, denn die Abrundung braucht ja durch- 
aus nicht eine Alterierung zu bedeuten; er erklirt iiberdies die 
kleinen Schwankungen in den Angaben des Ausléschungswinkels. 

Die spindel- und eichelformigen Krystalle stellen den «,-Habi- 
tus vor. 

Es ist einleuchtend, dab die krystallonomischen Eigenschaften — sowoh! 
der Habitus als auch die gemessenen Winkel — sich mit der Natur der 
polaren Komponente der Hiimine jindern. Die Anlagerung eines Molekiils 
an die sechste Koordinationsstelle, die mit der a-meta-Struktur verbunden 
ist, modifiziert ja ebenfalls die krystallographischen Eigenschaften, von 
denen die Liinge derselben und der héhere Ausléschungswinkel besonders 
in den Vordergrund treten. ’ 

Der «,-Habitus sowie die Ubergangsformen zu a, treten schén bei 
dem Acetonorhodanohiimin, wie aus den Mikrophotographien ersichtlich ist, 
hervor. Auf Grund des entworfenen Schemas laBt sich der unter lingerer 
Einwirkung des Methyl-ithylketones erfolgende Ubergang der _,,wiirfei- 
ibnlichen Krystalle“ des Bromhimins in die typischen Teichmannschen 
Krystalle, das von W. Kiister’) beschrieben wurde, als einfache Habitus- 
inderung (a/ ->«,) deuten und die Annahme der Umwandlung der 6-Modi- 
fikation in @ ausschlieBen. 


1) J. Merunowicz u. J. Zaleski, Bull. internat. Acad. Sci. Cracovie 
1007, 642. 
*) H. Fischer u. B. Piitzer, Diese Z. 154, 39 (1926). 
3) W. Kiister, Diese Z. 91, 147 (1914). 
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Ceteris paribus macht sich der EinfluB des Lésungsmittels des Himin ff - ; 
das bei dessen Umscheidung benutzt wird, in der Krystallform oft bemerkgy!e?”‘ 
bar. Bei der Umscheidung mittels methylalkoholischer Kalilauge*?) z, pgeventu' 


werden oft die asymmetrisch gespaltenen o,-Formen, deren Endfliche™se?° 
recht korrodiert zu sein pflegen, wiedergefunden. ystem 
Bei der Beniitzung der alkalischen Lisungsmittel (alkoholische 
Kalilauge, ammoniakalisches Aceton) besteht die Méglichkeit de 
Beimischung der /-Modifikation zu den Krystallen der «-Modi 
fikation, denn es tritt unter der OH’-Kinwirkung die Umwandlung 
der a-Modifikation in die #-Modifikation, i. e. die Betaisierung *) 
leicht ein. An den mikroskopischen Untersuchungen, besonder D 


denen, die im auffallendem Lichte durchgefiihrt wurden, war es dem, st, 
Herren J.Kokta und F.Ulrich méglich, die Gestalt der fundaffir Hi 
mentalen «-Form herauszugreifen (vgl. das Schema und diese dur 
beziigliche Mikrophotographie des nach Schalvejew dargestelltey es 
Hamins). Sie steht in keinem Widerspruch mit dem Befunde vom... 
Weyberg?). rhend, 

Neben der Krystallform ist zur Kennzeichnung der a-Modigtwertig 
fikation der Dichroismus und die Bestimmung des Ausléschungs : 
winkels heranzuziehen. Bei dem «-Chlorohimin wurde von Herm 
F. Ulrich der Brechungsindex bestimmt; in der Richtung de 
schwiicheren Absorption betrigt er 1,582 + 0,005. 

Die a-Hiamine sind unléslich in 5°/, Natriumbicarbonatlésung 
(die Lésung tritt erst nach 24 Stunden ein), die «-Metahimins 
dagegen sehr leicht léslichh Wenn man die Umscheidung de 
a-Himine aus dem salzhaltigen Kisessig nach einer der mehreret 
Vorschriften durchfiihrt, gewinnt man die Teichmannsche 
Krystalle in etwa 80—90°/, Ausbeute und die Mutterlauge pfleg 
nur braungelblich verfirbt zu sein. Dagegen ist die Umscheidun: 
der #-Modifikation durch betrichtlich geringere Ausbeute un 
recht tief schwarz verfirbte Mutterlauge gekennzeichnet. 

Recht bequem gestaltet sich die mikroskopische Probe at been, 
a-Strukturen mittels 5°/, methylalkoholischer Kalilauge naclihire — 
A. Hamsik*); igelige Kugelchen oder sternartig gruppierte Spingfillschw 
deln bezeugen die a-Struktur; bei der f-Modifikation erhalt maif’"sssp! 
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1) A. Hamsik, Diese Z. 133, 173 (1924). ke 
2) H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, Diese Z. 198, 138 (1930). ) ( 
8) M. Nencki u. J. Zaleski, Diese Z. 30, 384 (1900). ) 
*) Publ. Fae. Med. Brno (Tsch.) 2, 1 (1923). ) 
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Auf Grund der Vorstellungen yon W. Kiister'), der die Partial- 
alenzen der iibrigen beiden Stickstoffatome, der Carbonylsauerstoffatome, 
pventuell auch der Methingruppe als durch das Zentralatom Eisen gesiittigt 
pgenommen hatte, hat P. Pfeiffer’) folgende, der komplexchemischen 
ystematik sich mehr fiigende Formel (I) entworfen. 
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~ Diese fiir Himochromogen aufgestellte Formel stimmt, abgesehen von 
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ler Stellung der Substituenten des Porphinringes, mit der von H. Fischer 
ir Him bewiesenen Formel iiberein. Die Vorstellung von W. Kiister’), 
lie durch die Formel (II) wiedergegeben ist, nimmt das Eisen als 6 wertig 
p; die betainartige Bindung zwischen den beiden Carboxylen und Stick- 
toffatomen ist in der Originalformel unterlassen. W. Hiickel*), von dem 
lurch die Synthese von H. Fischer bewiesenen Konstitutionsbilde aus- 
rehend, nimmt nach I. B. Conant fiir das «-Chlorohiimin das koordinativ 
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Modigfwertige Eisen an. In dieser Hiickelschen Formel (Fig. 2) geben wir 
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lm Porphinringe die plane Anordnung, denn die Erscheinung der Alterung 

_ es Oxyhimins und die verhiiltnisméBig leicht stattfindende Enteisenung 
dlince eggen diese Annahme sehr nahe; das Chloratom ist in der zweiten Bindungs- 
naci#phiire des zentralen Ferrieisens gebunden. Man nimmt auch — mehr 
Spingtillschweigend — das koordinativ 5wertige Eisen, in dessen erster Bin- 
| malengssphire die polare Komponente gebunden ist, an. 
veasill Da das «-Chlorohimin mit kaltem Wasser gewaschen das Chloratom 

© 


icht verliert, mit Wasser gekocht nur einen recht geringen Anteil des 
ebundenen Chlors in die Lésung schickt, ist die Hiickelsche Formel mit 





!) Diese Z. 82, 463 (1912); 88, 877 (1914). 
30). *) Organische Molekiilverbindungen, S. 196 (1922). 
) 
) 







3) Diese Z. 151, 56 (1926). 
*) Theoretische Grundlagen der organischen Chemie, 8. 100 (1934). 





196 A. F. Richter, 


Ceteris paribus macht sich der Einflub des Lésungsmittels des Hiimins. 
das bei dessen Umscheidung benutzt wird, in der Krystallform oft bemerk.- 
bar. Bei der Umscheidung mittels methylalkoholischer Kalilauge*) z, p, 
werden oft die asymmetrisch gespaitenen o,-Formen, deren Endflichen 
recht korrodiert zu sein pflegen, wiedergefunden. 

Bei der Beniitzung der alkalischen Lésungsmittel (alkoholische 
Kalilauge, ammoniakalisches Aceton) besteht die Méglichkeit der 
Beimischung der f-Modifikation zu den Krystallen der «-Modi- 
fikation, denn es tritt unter der OH’-Einwirkung die Umwandlung 
der a-Modifikation in die #-Modifikation, i. e. die Betaisierung, 
leicht ein. An den mikroskopischen Untersuchungen, besonders 
denen, die im auffallendem Lichte durchgefiihrt wurden, war es den 
Herren J.Kokta und F. Ulrich méglich, die Gestalt der funda- 
mentalen ¢-Form herauszugreifen (vgl. das Schema und dies- 
beziigliche Mikrophotographie des nach Schalvejew dargestellten 
Hiamins). Sie steht in keinem Widerspruch mit dem Befunde yon 
Weyberg”.. 

Neben der Krystallform ist zur Kennzeichnung der «-Modi- 
fikation der Dichroismus und die Bestimmung des Auslischungs- 
winkels heranzuziehen. Bei dem «-Chlorohamin wurde von Herrn 
F. Ulrich der Brechungsindex bestimmt; in der Richtung der 
schwiicheren Absorption betragt er 1,582 + 0,005. 

Die @-Himine sind unléslich in 5°/, Natriumbicarbonatlisung 
(die Lésung tritt erst nach 24 Stunden ein), die «-Metahiimine 
dagegen sehr leicht léslichh Wenn man die Umscheidung der 
a-Himine aus dem salzhaltigen Eisessig nach einer der mehreren 
Vorschriften durchfiihrt, gewinnt man die Teichmannschen 
Krystalle in etwa 80—90°/, Ausbeute und die Mutterlauge pilegt 
nur braungelblich verfirbt zu sein. Dagegen ist die Umscheidung 
der #-Modifikation durch betrichtlich geringere Ausbeute und 
recht tief schwarz verfarbte Mutterlauge gekennzeichnet. 

Recht bequem gestaltet sich die mikroskopische Probe aut 
a-Strukturen mittels 5°/, methylalkoholischer Kalilauge nach 
A. Hamsik*); igelige Kugelchen oder sternartig gruppierte Spin- 
deln bezeugen die «-Struktur; bei der #-Modifikation erhalt man 
im besten Falle helle und runde Kugeln, meistens aber unregel- 
maBige Gebilde. 


1) A. Hamsik, Diese Z. 133, 173 (1924). 

*) H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, Diese Z. 193, 138 (1930). 
8) M. Nencki u. J. Zaleski, Diese Z. 30, 384 (1900). 

4) Publ. Fac. Med. Brno (Tsch.) 2, 1 (1928). 











J 
valenz 
eventu 
angen 
Systen 


der S 
fiir H 
die di 
an: d 
stoffat 
durch 
gehen 
4 wer 


dem | 
des ( 
legen 
sphiiz 
stills 
dung 


nicht 
gebui 

















Zur Komplexchemie des Eisens in a-Himinen. 197 


Auf Grund der Vorstellungen von W.Kiister'’), der die Partial- 
yalenzen der iibrigen beiden Stickstoffatome, der Carbonylsauerstoffatome, 
evyentuell auch der Methingruppe als durch das Zentralatom Eisen gesiittigt 
angenommen hatte, hat P. Pfeiffer’) folgende, der komplexchemischen 
Systematik sich mehr fiigende Formel (I) entworfen. 


ae Si Fa DN wr NK H 
Fe? il yFe Cl : 

>N“ NX >. a a NZH 
—COO- x 





*) Zur Acetylengruppe, eventuell zur ungesiittigten Methingruppe. 


Diese fiir Himochromogen aufgestellte Formel stimmt, abgesehen von 
der Stellung der Substituenten des Porphinringes, mit der von H. Fischer 
fiir Hiim bewiesenen Formel iiberein. Die Vorstellung von W. Kiister’) 
die durch die Forme] (II) wiedergegeben ist, nimmt das Eisen als 6 wertig 
an; die betainartige Bindung zwischen den beiden Carboxylen und Stick- 
stoffatomen ist in der Originalformel upterlassen. W. Hiickel*), von dem 
durch die Synthese von H. Fischer bewiesenen Konstitutionsbilde aus- 
gehend, nimmt nach I. B. Conant fiir das «-Chlorohimin das koordinativ 
4wertige Eisen an. In dieser Hiickelschen Formel (Fig. 2) geben wir 














dem Porphinringe die plane Anordnung, denn die Erscheinung der Alterung 
des Oxyhiimins und die verhiiltnismiBig leicht stattfindende Enteisenung 
legen diese Annahme sehr nahe; das Chloratom ist in der zweiten Bindungs- 
sphiire des zentralen Ferrieisens gebunden. Man nimmt auch — mehr 
stillschweigend — das koordinativ 5wertige Eisen, in dessen erster Bin- 
dungssphiire die polare Komponente gebunden ist, an. 

Da das «-Chlorohimin mit kaltem Wasser gewaschen das Chloratom 
nicht verliert, mit Wasser gekocht nur einen recht geringen Anteil des 
gebundenen Chlors in die Lésung schickt, ist die Hiickelsche Formel mit 





') Diese Z. 82, 468 (1912); 88, 377 (1914). 

*) Organische Molekiilverbindungen, S. 196 (1922). 
) 
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bo 


*) Diese Z. 151, 56 (1926). 
*) Theoretische Grundlagen der organischen Chemie, 5. 100 (1934). 
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4wertigem Eisen unwahrscheinlich, A. Hamsik z. B. hat festgestellt!, 
daB das umgeschiedene a-Chlorohimin mit Wasser gekocht nur 1,73°/, des 
Gesamtchlors abgibt. 

Nach den Untersuchungen von G,. F. Hiittig und seinen Mitarbeitern: 
wurde festgestellt: ,,Eine Anordnung von 5 Kugeln ist also nicht durch 
einen kritischen Radius ausgezeichnet. Der maximale Radius, bei dem 
5 Kugeln Platz haben, liBt auch die Anordnung von sechs mit gleichen 
Radius zu. Da wie bekannt die Koordinationszahlen mit ,,kritisch be- 
grenztem“ Radius bevorzugt sind, ist die Koordinationszahl Fiinf nicht eben 
wahrscheinlich“. Bei der sichergestellten Fiinfwertigkeit des Pentacarbony|- 
eisens ist in Betracht zu ziehen, dai hier das Prinzip der Koordinations. 
stabilitit durch das elektrokonfigurative Prinzip ersetzt wird; das Zentral- 
atom Eisen hat nimlich durch den koordinativen Ausbau die geschlossene 
Konfiguration des Argons erreicht, was bei dem Eisen des a-Chlorohiimins 
nicht der Fall ist. 

Ein Weg, der einen kliirenden Blick in die verwickelten Ver- 
hiltnisse zu schatfen verspricht, ist das Studium der Addukte der 
v-Himine, die vom Autor, um die valenzchemische Freiheit der 
Carboxyle hervorzuheben, als «-Metahiimine bezeichnet wurden. 
Die Anzahl der angelagerten Molekiile sowie die Kigenschaften der 
Addukte lassen wohl zwischen den verschiedenen Formulierungen 
entscheiden. 

Im Einklange mit der komplexchemischen Nomenklatur ist 
an das Wortende des angelagerten Siurerestes (der polaren 
Komponente) der Vokal ,,o“ zu setzen und desgleichen auch an 
das Ende angelagerten Molekiiles, wie dies bereits F. Haurowitz‘ 
in Analogie zu Aquoverbindungen und dergleichen vorgeschlagen 
hat. Die iibliche Bezeichnung Eisessig- oder Alkoholhaimin diirfte 
fiir das Krystallisationsmedium, dessen Molekiile nicht angelagert 
werden, mit Vorteil vorbehalten bleiben. 

Fiir die Addition kommen Molekiile mit einsamem Elektronen- 
paar (lone pair) in Betracht. Es sind erstens Molekiile mit der 
Hydroxylgruppe (Wasser, Alkohole, Wasserstoffperoxyd) und mit 
der Oxogruppe (Kohlenoxyd, Aldehyde, Ketone, organische Siuren): 
zweitens Molekiile mit verwandten Gruppen, das ist mit der 
Aminogruppe (Amine, Hydroxylamin) und Iminogruppe (Carbony!- 
imin, Pyridin und dessen Homologe und dergleichen); enventuell 
auch Molekiile mit der Nitrilgruppe und der aquivalenten Ace- 


tylengruppe. 


1) Publ. Fae. Med. Brno (Tsch.) 1, 63 (1922); Diese Z. 178, 67 (1928). 

2) R. Weinland, Einfiihrung in die Chemie der Komplexverbindungen, 
S. 286 ff. (1924). 

*) F. Haurowitz, Diese Z. 169, 235 (1927). 
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Zur Komplexchemie des Eisens in a«-Himinen. 


Bei den Molekiilen mit basischem Stickstoff ist neben deren 
Anlagerungsfihigkeit noch die eventuelle Salzbildung in Be- 
tracht zu ziehen. Bei diesen lockeren Verbindungen der Hiimatine 
bzw. der Hamine mit organischen Basen, die von D. Keilin als 
Parahiimine bezeichnet wurden, braucht nicht die Anzahl der 
gehundenen Molekiile die Anzahl der koordinierten Molekiile zu | 
bedeuten. Das Addukt von Chlorohimin mit 2 Molekiilen Collidin 
kann z. B. als Collidino-chloro-(proto)himinsaures Collidin auf- 
gefabt werden. 
J, R. Katz!) bewies durch die Dampfspannungskurven nach 
der Methode von Gay-Lussac und van Bemmelen, dab weder 
die ¢-Haimine noch die #-Himine definierte Hydrate bilden, son- 
dern nach der Art der Quellungskrystalle das Wasser kontinuier- 
lich aufnehmen. 

Alkoholaddukte waren ebenfalls studiert. M.Nencki und 
XN. Sieber?) beschrieben eine Additionsverbindung von Chloro- 
himin mit Amylalkohol, die sie als Pentanolo-tetrakis-Himin 
formulierten. Wenn wir den Umstand, daB ihr Priparat direkt 
aus Blut dargestellt wurde und vielleicht auch alteriert war, auBer 
Acht lassen und wenn wir ihre Zahlen fiir Klementaranalysen mit 
den aus heutiger Konstitutionsformel berechneten Zahlen ver- 
sleichen, kommen wir zu dem SchluB, daB es sich um einen zwel- 
kernigen Komplex ('/, Molekiil ftir 1 Molekiil Chlorohimin) han- 
deln diirfte. Die analytischen Werte des durch 3 Stunden bei 110° 
setrockneten Priiparates fiir Kohlenstoff, Wasserstofi und Chlor 
stimmen mit der Theorie, der Stickstoff ist um 1,01°/,, das Eisen 
um 0,81°/, héher. 

W. Kiister*) beschreibt eine Additionsverbindung vom Mono- 
‘ithylester des Bromhimins mit bhalbem Molekiil Alkohol, der 


| durch Trocknen bei 60°C nicht verloren ging; es diirfte sich um 


2kernigen Komplex handeln. In derselben Arbeit beschreibt er 
ee Additionsverbindung von einem Molekil Methylalkohol mit 
Dimethylester des Bromhimins, also ein methanolo-bromo-dimethy|- 
himin; die Alkoholbindung dieser amorphen Verbindung wider- 
stand dem Kinflusse des Chloroforms, Benzols und Petrolithers, 
die bei ihrer Reinigung angewandt wurden. 

Himine, die aus den angesiiuerten alkoholischen Lisungen 
dargestellt wurden, bezeichnete man anfinglich als #-Himine 

) Diese Z. 95, 1, 16 (1915). 


*) Arch. f. exper. Path. 18, 401 (1884). 
*) Diese Z. 151, 69, 85 (1926). 
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oder Alkoholhimine — mit der Annahme von koordinativ gebun. 
denem Alkohole. Spiter hat man erkannt, daB in einem je nac) 
den Reaktionsbedingungen verschiedenen AusmaBe die monotrop: 
(praktisch) Umwandlung der «-Struktur stattfindet und daB danebey 
Veresterung — insbesondere mit Methanol — verliuft. Die Be. 
taisierung ist bei der Temperatur des siedenden Alkohols, nament. 
lich wenn die aktiven H’ oder OH’-Ionen zugegen sind, voll. 
stiindig. In diesem Zusammenhang sei angeftihrt der Befund yo 
A.Hamsik}), daB die prosthetische Gruppe im Blutkoagulum, da: 
durch Alkolholfaillung bereitet wurde, bei Aufbewahren in ge. 


schlossenen Gl&sern durch die Alkoholreste die Betaisierung 


erleidet. 

Die hierorts studierten Addukte wurden aus Oxyhiimin, ais 
aw-Himatin und aus oxalsiurehaltigen Blutkoagulumextrakten (ar. 
gestellt. Unter Oxyhiimin versteht man das Molekiil mit der freier 
Hydroxylgruppe, das man — um dem Koordinationsprinzip Geniig 
zu tun — als Bimer mit der Diferridiolgruppe auffaBt (III). Dies 
erklirt die leicht stattfindende Bildung des Semianhydrides, welche: 
nach A. Hamsik?) das hiiufigste Produkt ist, das an der Stelle des 
Oxyhimins erhalten wird. Eine andere, ebenfalls plausible Formel (IV 


IV Fe—0---Fe—0---Fe—OH 
| | 
‘0% Hi H 


verbindet kettenartig die Fe- und O-Atome. Bei der ,,Anhydrid’ 
bildung, die durch den Wasseraustritt zwischen der Ferrihydro- 
xyl- und Carboxylgruppe desselben Molekiils geschieht, entsteht 
spannungslos der Achterring*) (Formel V) mit der Carbonylsauer- 
stoffbriicke, die ihrerseits den gespannten Vierring herstellt 
Werden die Atome des Vierringes in der Tetraederform angeordnet 
gedacht, wird die Spannung hoéher. Geschieht die geschilderte 
Anhydridbildung zwischen zwei Molekiilen, bleibt die Kette er 
halten; koordiniert noch das Carbonylsauerstoffatom, so wird das 
Briickenglied Fe—-O—CO zum Vierring (VI). 

Als ¢-Hiimatin bezeichnet man also das freie aktive Himatin. 
der Konstitution nach oder nach W. Kiister Hydroxyhiimin ge- 
nannt, in dem die beschriebenen Anhydrisierungen verliefen. Di 


1) Diese Z. 182, 117 (1929). ®) Diese Z. 241, 156 (1926: 
‘’) W. Hiickel, Der gegenwiirtige Stand der Spannungstheorie 192) 





Ube 


beze 


sind 
stelli 
him. 


| awel 
'gen 
| Lost 
| koag 
halo; 
tion: 
Lith 
| Natr 
- von 
| veri 


WO 


veri 


F sche 
| denn 
| die 
F saur 
Dage 
ESC 
: die ( 


i App: 
ein 
p Hilfe 


| Sples 


F tion 


F Him 








abun. 
nach 
trope 
eben 
» Be. 
nent. 
voll. 
Vou 
, das 
1 ge 


rune 


, alls 

dar: 
reiel 
niige 

Dies 
Iches 
e des 
(IV 


rid“. 
y dro 
steht 
wer 
tellt. 
‘dnet 
lerte 
. el 

das 


atin. 
ge- 


Die 


926). 


1927. 





Zur Komplexchemie des Eisens in o«-Hiiminen. 201 


| Uberfiihrung von Himatin in Oxyhimin, welche als Reaktivieren 
 bezeichnet wurde’), sowie die Empfindlichkeit dieses Verfahrens ”) 

sind von A. Hamsik eingehend studiert worden?). Der Dar- 
' stellungsweise nach unterscheidet man das Alkohol- und Aceton- 


himatin. 
ji-< OO, 
Vi = Fet.07 pe VI = Fet.97 
\N—C—C” 


Die Darstellung der Addukte des Chlorohiimins wurde auf 


'awei verschiedenen Wegen durchgefiihrt. Erstens in homo- 
‘gener Reaktion wurde die alkoholische oxalsiurehaltige 
'Lisung des Hydroxyhiimins bzw. der gleiche Extrakt des Blut- 
| koagulum mit verdiinnter Salzsiure oder alkoholischer Lithium- 
| halogenidlésung versetzt. Zweitens in heterogener Reak- 
'tio: das Pulver von qa@-Hiimatin wurde mit Oxalsiiure und 
Lithiumhalogenid enthaltendem Alkohol behandelt; oder das 
| Natriumchlorid wurde mit alkoholischer, oxalsiurehaltiger Lésung 


von Oxyhimin, eventuell auch mit Hiimatinpulver und Oxalsiure 


-vermischt und zur Reaktion gebracht. 


Ks ist ein interessantes Ergebnis, dab auf dem ersten Wege, 
wo die Reaktion manchmal der Jonenreaktion nicht undahnlich 
verlief, die 8@-Chlorohimine erhalten wurden; die Betaisierung 
scheint von der Natur der polaren Komponente abhingig zu sein, 


' denn beim Zusatz von Jodion an Stelle des Chlorions hat man 
'die «-Himine erhalten. Bei dem Zusatz von unterphosphorig- 


saurem Natrium scheiden sich Krystalle das a-Metahaimin aus’). 


'Dagegen erhiilt man in der heterogenen Reaktion, falls die 


geschilderten Betaisierungsfaktoren in Schranken gehalten werden. 


die ¢-Hiiminpriparate. 


Die Dampfspannungskurven wurden in der Skramovskyschen 


| Apparatur*) aufgenommen, welche die Gewichtsinderungen, die 
ein Kérper bei konstant ansteigender ''emperatur erleidet, mit 


Hilfe eines an der gedimpften Wage angebrachten Reflexions- 


' spiegels automatisch in der Abhangigkeit von der Zeit registriert. 


Bei den ,,Alkohol“-halogenohiminen, die in heterogener Reak- 


tion bereitet wurden, fand man keinen Alkohol gebunden; die 


Himine waren in ae P NaHCO, unloslich und die @-Probe war 


') A. Hamsik, Diese Z. 183, 269 (1929). 
*) Diese Z. 190, 199 (1930); 241, 156 (1936). 
‘) A. Hamsik, Diese Z. 283, 123 (1928). 
‘) Z. physik. Chem. (B) 26, 1 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 
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positiv. Die Form der Krystalle ist von der der ,,Acet-hiimiy: 
etwas verschieden, was wohl dem LHinfluB des Krystallisationg. 
mediums zuzuschreiben ist; sie lieBen sich, wie bereits A. Haiisjj 
festgestellt hatte’), in die typischen Teichmannschen Krystal}: 
iiberfiihren. Die Darstellung der Himine mittels Amylalkoh« 
fiihrte in keinem Falle zu reinem q@-Priparat; es ist aber hervor. 
zuheben, da der Amylalkohol bei 130° siedet, was sich woh! 
auch bei der heterogenen Reaktion durch die alterierende Wi. 
kung bemerkbar macht; es entsteht neben der f-Form auch dic 
»w-Form“ und die Ausbeute ist iiberdies niedrig, analog den Ep. 
gebnissen von M. Nencki und N. Sieber (0,5—1 g aus 1 Liter Blut, 

Da die Haftfestigkeit des Alkohols, wie die Ergebnisse bei 
den Acetonaddukten bezeugen, wohl von der Natur der polarey 
Komponente abhingt, darf man die Alkoholoaddukte, die dure 
die «-meta-Struktur ausgezeichnet sind, bei anderen Salzen er. 
warten. Das bekannte Verhalten der Himatohimine sowie di: 
von O. Schumm?) angegebene Wiederabspaltung und Wieder 
anlagerung von Methylalkohol lit uns auch die Additionsméglich- 
keit des Alkohols an Vinylgruppen nicht vergessen. 

Die Abhingigkeit der Additionsfihigkeit und de 
Betaisierung von der Natur der polaren Komponente 
lassen die Hauptrolle des Zentraleisens bei dieser 
Prozessen hervortreten. 

Aus Ather wurde das a@-Chlorohiimin ebenfalls in heterogene: 
Reaktion von A. Hamsik dargestellt; obgleich der Ather nacl 
O.Schumms Vorschrift’) gereinigt wurde, gelang uns die Dar- 
stellung nicht, was vielleicht mit dem Zustande des Hiimatins 
zusammenhiingen diirfte. 

W. Kiister4) erwahnt ein Carbonylo-chlorohimin; aber de: 
analytische Wert des Kohlenstoffs ist von dem _ thecretischen 
Wert zu verschieden; iiberdies wurde nur noch der Wasserstot- 
gehalt ermittelt. 

In unseren Versuchen, wo wir die Chloro- und Iodo-himine 
aus der mit Kohlenstoffmonoxyd hinreichend gesittigten Blut- 
kérperchenlésung mittels der Alkohol- und Acetonmethode dar: 
zustellen versuchten, konnten wir in keinem Falle ein Addukt 
erhalten. Ebenfalls weder mit Lachgas noch mit Acetylen wurd 
ein Addukt erhalten. 


') Spisy lék. Fak. Masaryk. Univ. Brno (i'sch.) 1, 63 (1922). 
*) Diese Z. 168, 3 (1927). 5) Diese Z. 172, 38 (1928). 
‘) Diese Z. 40, 399 (1903). 





sel. 


und 
dab 
es — 
dam 
habe 
Besc 
altel 
dab 


sein 


erst 
scbr 


Chic 


Met 
Hin 
weit 
pola 
him 
zZWIS 
dri 


treig 
Ace 
Tro 
Pry 


verd 


Stru 
ist, 

nati 
hat. 
Wai 


keit 








AM Ine 


tions. 


1 Sik 
stall. 
oho 
2rVOr- 
wohl 
Wir. 
h die 
n Ep. 
Blut, 
eC be] 
larey 
lurch 
er: 
> die 
e(ler- 
‘lich 


der 
ente 


shen 
tolt- 


nine 
slut: 
dar: 


lukt 


inde 








Zur Komplexchemie des Eisens in «-Himinen. 203 


Weiter wurden die Addukte mit Molekiilen, die durch die 
semipolare Oxogruppe ausgezeichnet sind, studiert. 

Das Acetonohimin wurde von M. Nencki und J. Zaleski!) 
und von R. Zeynek dargestellt”); dieser Autor hat festgestellt, 
daB das Priparat beim Trocknen Aceton abgibt und weiter, dab 
es — an der Luft getrocknet — bei der Destillation mit Wasser- 
dampf kein Aceton mehr abgibt. J. Merunowicz und J. Zaleski’) 
haben 4 Jahre sp&ter ein Priparat dargestellt, das nach der 
Beschreibung der parallel ausléschenden Krystalle als teilweise 
alteriert angesehen werden mu; iiberdies haben sie festgestellt, 
dab das Priiparat durch Trocknen bei 100—110° etwa 5,7°/, 
seines Gewichtes verliert. 

Das einheitliche Priparat von @#-Acetono-chlorohimin wurde 
erst von A. Hamsik*) dargestellt; in Anlehnung an seine Vor- 
schrift wurden Acetonaddukte mit folgenden Anionen bereitet: 
Chlor, Rhodan, Azid und Oxalat. 

Die stathmographische Untersuchung, die der Autor der 
Methode selbst durchgetihrt hat, ergab, dab bei den untersuchten 
Himinen, auBer dem-Oxalat, ein Molekiil eingelagert wurde, 
weiter, daB der Existenzbereich der Addukte von der Natur der 
polaren Komponente abhiingig ist; z. B. das Acetono-rhodano- 
himin verliert das Aceton zwischen 52—80°, das Chlorohimin 
zwischen 85—120°. Weder Petrolaither noch Chloroform ver- 
dringen das Aceton aus seiner koordinativen Bindung. 

Bei dem Lagern des Praparates wird allmihlich das Aceton 
treigegeben; ungefaihr 1 Monat lang im Priaparierglas aufbewahrtes 
Acetono-chlorohimin verlor bei dem stathmographisch verfolgten 
Trocknen 6,26 °/, seines Gewichtes, ein anderes, 1*/, Jahre altes 
Priparat verlor nur 3°/, seines Gewichtes und wurde iiberdies 
verdorben; die Hamsiksche @-Probe war negativ. 

Wir sprechen diesen @-Acetonohiminen die sogen. @-meta- 
Struktur zu, die durch die freien Carboxylgruppen ausgezeichnet 
ist, was héchstwahrscheinlich die Besetzung der sechsten Koordi- 
nationsstelle, z. B. durch das Acetonmolekiil, zur Voraussetzung 
hat. Dies ist auch Grund der leichten Léslichkeit in 5°/, NaHCQ,. 
Wandert das eingelagerte Molekiil aus, bleibt die Reaktionsfihig- 
keit vor der Hand erhalten (paramorphotischer Zustand). 


) Diese Z. 30, zit. 415 (1903). 2) Diese Z. 30, 126 (1903). 
3) Bull. internat. Acad. Sci. Cracovie 1907, 633. 
*) Diese Z. 187, 234; 190, 199 (1930). 
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Von den mehrwertigen Anionen wurde das Salz mit Oxal. 
siure dargestellt, die als Erzeuger schéner Komplexe mit drei. 
wertigen Metallen bekannt ist. Aus den Analysenzahlen wurde 
die empirische Formel C,,,H,,0,,N,,Fe, berechnet. Unter Voraus. 
setzung der spannungslos erfolzenden Bildung des Pentacyclus 
wurde diesem Oxalatohimin folgendes Formelbild zugeschriehen: 


[=—Fe,(C,0,),|H, das ist ; * ‘ 
C—C O—Fe.-.-O—C—C—O 
‘li / \ |H 
O O O O 
b N Fe \ Fe “ | 








Die Unléslichkeit dieser Verbindung in 5°/, NaHCO, ist nicht 
im Kinklang mit dem Formelbilde; sie wurde leider erst nach 
3 Monaten festgestellt und das Unlislichwerden stellte sich bei 
elnigen gepriiften Priparaten mit dem Alter ein. 

Ergebnis dieser Versuche ist die Besetzung der fiinften 
Koordinationsstelle durch die polare Gruppe und der sechsten 
durch das semipolare Molekiil. 

Vom theoretischen Standpunkte aus sind schlieBlich Addukte 
mit organischen Sduren zu erwarten. H. Fischer, A. Treibs 
und K. Zeile haben bei der Gelegenheit der Umscheidungs- 
versuche unter Bedingungen, die sie nicht reproduzieren konnten, 
ein Addukt mit Essigsiure erhalten. Dieses Acetico-chloro- 
himin — die eventuelle Acetylierung nicht ausschlieBend — be- 
trachteten sie als die sogen. f#-Modifikation; weder die Uber- 
fihrung in Teichmannsche Krystalle noch die Hamsiksche 
Probe ist mitgeteilt?). 

Dem f#-Hamin scheint aber doch selbstindige Struktur zu 
entsprechen. Von dem ,,Laugenblutpulver“ wurde das #-Chloro- 
hiimin dargestellt, das beim Trocknen bis 110° nur 0,87 °/, seines 
Gewichtes verlor. Der Stickstoffgehalt wurde (makroanalytiscl 
um 0,9°/, héher gefunden; ebenso H. Fischer und seine Mit- 
arbeiter”) fanden den Stickstoff bei dem #-Haimin um 0,51"), 
héher (mikroanalytisch), als die Theorie verlangt. 

Die Addition der organischen Siiuren, insbesondere der viel- 
fach angewandten Hssigsiiure, gliickt woll nur ausnahmsweise: 
ihre Wirkung liegt in der Umwandlung der e«-meta-Struktur in 
die «-Struktur, die wahrscheinlich mit der feinen Anderung der 
Polaritiit der aktiven Gruppen einsetzt; ihre gesteigerte Wirkung 
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fiibrt zu der Umwandlung in die f-Form, wobei das Acetico- 
addukt wahrscheinlich das Zwischenprodukt bildet. 

Die @-Hiimine werden durch geringere Lislichkeit (sie lisen 
‘aus: BH sich in 5°/, NaHCO, erst nach 24 Stunden), durch geringere Reak- 
clus tjonsfiihigkeit, durch geringere Oberflichenaktivitit der Krystalle 
ben: & ausgezeichnet, also durchaus durch EKigenschaften, die im Ver- 

'cleich mit Metahiiminen den Charakter des innerkomplexen 
Salzes hervortreten lassen. Diesen Kigenschaften und dem Prinzip 
der Koordinationsstabilitit entspricht die Formel, wo die sechste 
Valenz des Zentraleisens durch den Carbonylsauerstof{ des Carb- 
oxyls unter Bildung des Achterringes gesiittigt wird. Die eventuelle 

icht #% koordinative Inanspruchnahme der Carboxylgruppe des anderen 


































‘ach (> Molekiils fiihrt zum Bimer, allgemein zum Polymer; treten n Mole- 

bei @ kiile zum kettenartigen Polymer zusammen, werden n—1 Carboxyle 
| koordinativ beansprucht. Bei der cyclischen Polymerisation be- 

ten J teiligt sich die Hiilfte (also n) der Carboxyle. 

ten 


Experimenteller Teil. 


kte I. Darstellung von «a-Hamatin. Die Darstellung von amorphem 
ibs Hiimatin aus dem defibrinierten Rinderblut geschah im acetonischen ') und 


alkoholischen?) Milieu nach den Vorschriften von A. Hamsik. 


ns 7 Ein 6 Jahre altes Priiparat von Acetonhiimatin gab bei der Qualitits- 
priitung die Teichmannschen Krystalle (durchweg «,-Formen) und eben- 
'0- @ falls die positive Hamsiksche Probe; bemerkenswert ist, daB bei einem 
be- MF 12 Jahre alten Priiparat yon Alkoholhimatin die beiden Proben zufrieden- 
er. J <tellend ausfielen. 
he II. Darstellung von «-Halogenohiminen aus dem defibrinierten 
Rinderblut. Dies wurde in der Anlehnung auf die Schalfejeffsche 
Vorsehrift durchgefiihrt. Je 40 ccm vom defibrinierten Blut lieferte je etwa 
4 @ 015 ¢ yon Chloro- und Bromhimin und etwa 0,2 g von Iodohiimin. 
o- § Nach dem freundlichen Befund des Herrn Prof. F. Ulrich sind die 
es Krystalle des Iodohimins im Vergleich mit denen yon Chloro- und Bromo- 
himin etwas kiirzer und breiter; die Enden sind gewéhnlich verwischt. 


(rut ausgebildete Endkanten sind unter etwa 59° gegen die Lingskanten. 
It- Der Pleochroismus ist deutlich, deren Farbe ist tiefer als bei den er- 
wihnten Himinen; in der Richtung der kleineren Absorption ist sie schwarz- 
braun, senkrecht hierzu schwarz. Die gréBeren Krystalle sind undurch- 


‘ ‘ichtig. Dieser Befund steht in keinem Widerspruch zu dem von Steinmetz’). 
_ oo = Versuch, aus den Durchschnittswerten des Ausléschungswinkels 
| 33°-+ 2° fiir Chlorohimin, 321/,° + 2'/,° fiir Bromohiimin und 34° + 3° fiir 
1 @ ‘odohimin) zur Identifizierung des Hiimins zu gelangen, der von Herrn 
ar cand. med. F. Citta durchgefiihrt wurde, fiihrte nicht zu einem brauch- 
go & aren Resultat. | 

') Diese Z. 190, 212 (I, A 2) (1930). *) Diese Z. 190, 213 (B 1) (1930). 


} Diese Z. 193, 164 (II a—e) (1930). 
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III. Darstellung von «-Halogenohaminen aus dem Oxyhamin 


das ist dem aktiven Hamatin. 0,5 ¢ Hiimatin wurden in 100 cem 1° 
methylalkoholischer KOH gelést und durch Zusatz von verdiinnter Essig 
siiure wieder gefillt. Der alkoholfrei gewaschene Niederschlag wurde au 
Léschpapier grob getrocknet und mit 50 cem Eisessig und einer Messe; 
spitze von fein pulverisiertem KI méglichst fein verrieben. Die Suspension 
wurde liingstens 10 Minuten bei 65—90° gehalten. 

Das Priparat von etwa 0,47 g Iodohiimin bestand aus schénen «/- wnd 
a,-Formen, aus vielziihligen Drusen und vereinzelten groBen und undureh 
sichtigen, zu Sternen gruppierten Individuen. Pleochroismus und Aus 
léschung wie bei dem vorangehend beschriebenen Priiparat. 

Uber die Bereitung von Bromo- und Chlorohimin gilt mutandis mutatis 
dasselbe. Die Priiparate bestanden ebenfalls aus den schiefen «’-Formen. 

Es ist am Platze, den wiederholten Befund von Formen mit schiefere: 
Endigung und die Modglichkeit, die Halogenohiimine bei der Temperatur 
von 65—70° darzustellen, hervorzuheben. 

Die Analyse des Bromohiimin ergab folgende Werte: 


3,789 mg Subst.: 8,178 mg CO,, 1,665 mg H,O, 0,434 mg Fe,O,. 
C,,H,.N,O,FeBr (696,05) Ber. C 58,62 H 4,63 Fe 8,02 
Gef. ,, 58,72 »» 4,90 » a0. 


IV. Darstellung von ¢-Chlorohamin aus dem Laugenblutpulver. 
20 g des fein pulverisierten und im Soxhlet von Lipoiden befreiten Laugen- 
blutpulvers'!) wurden auf der Reibschale unter zeitweisem Verreiben mit 
100 cem wibrigen ammoniakalischen Alkohols wiihrend 1--2 Stunden extra- 
hiert. Das Extraktionsmittel bestand aus 88 eem Alkohol, 10 cem Wasser 
und 2,5 cem Ammoniak vom spez. Gew. 0,91. Der Extrakt wurde auf der 
Nutsche iiber Papier filtriert, der Filterriickstand einige Male mit einigen 
Kubikzentimetern Alkohol gewaschen und scharf abgesaugt. Zur weiteren 
Erschépfung des Filterriickstandes empfiehlt es sich, das beschriebene 
Extraktionsmittel, mit Alkohol zu gleichen Teilen vermischt, anzuwenden. 

Aus der ersten Fraktion wurde das Hiimatin mit verdiinnter Essig- 
siiure gefillt, alkoholfrei mit Wasser gewaschen, grob mit Papier getrockne! 
und mit einer vollen Messerspitze von Kochsalz und 150 cem Eisessig ver 
mischt und ungefiihr bei 90° wiihrend 10 Minuten erwirmt. Die Krystall 
wurden nach 12 Stunden von der Mutterlauge abgetrennt und nacheinander 
mit Eisessig, verdiinnter Essigsiiure, 2°/), Salzsiiure und schlieflich mi 
Wasser gewaschen; sie wurden nur an der Luft getrocknet. 

0.1262 ¢ des lufttrocknen #-Chlorohiimins wurden durch mebhrer 
Stunden im Strome der getrockneten und mit Lauge gewaschenen Luft bei 
100—110° zum konstanten Gewicht getrocknet. Der Gesamtverlust betrug 
nur 1,1 mg und wurde der Feuchtigkeit zugeschrieben, so daB die vor 
gelegte 0,1 n-Lauge nicht titriert wurde. Ein Aceticoaddukt miiBte un 
gefiihr die 10 fache Menge verloren haben. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 


0,1251 g Subst.: 0,0160 g Fe,O, (aus der Lisung der Asche ermittelt. 
— 0,1234 ¢ Subst.: 0,2821 ¢ CO,, 0,062 g H,O, 0,160 g Asche (Fe,Q,). 


A. Hamsik, Diese Z. 80, 35 (1912). 
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0.1456 g Subst.: 0,3336 g CO,, 0,184 g Fe,O,. 0,0707, 0,0867 g Subst.: 
0.0172, 0,0199 g AgCl. — 0,1424 g Subst.: 12,0 cem N (22°, 743 mm). 
9439, 3,915 mg Subst.: 0,186 (26°, 739 mm), 0,315 (28°, 738 mm) eem N. 


(,,HyN,O,FeCl Ber. C 62,62 H 4,91 N 8,60 Fe 8,59 Cl 5,44 


Gef. ,, 62,35 » 5,62 5» 9,00 a ae » 6,02 
99, 62,49 on » 8,48 , 9,02 ,, 5,67 
e 7 » 887 ,, 8,87 


Krystallographischer Befund durch Herrn Prof. F. Ulrich: ,,Rhom- 
bische Tiifelehen, krystallonomisch nicht zu scharf begrenzt; der stumpfe 
Winkel betriigt etwa 120°. Die Ausléschung ist parallel oder unter einem 
ganz kleinen Winkel. Pleochroismus deutlich, parallel mit der Liinge der 
erbheren Absorptionsschwingung. Die Farbe ist rotbraun, bedeutend dunkler 
als bei den «-Hiiminen. Der Brechungsindex liegt héher als 1,745.“ 

Der noch recht schwarze Riickstand von der ersten Extraktion wurde 
mit 200 eem (100 ecem Aikohol und 100 cem des besechriebenen ammoniaka 
lischen, wébrigen Alkohols) Extraktionsmittel erschépft und der Extrakt 
auf dieselbe Weise — wie beim Chiorohiimin — mit 60 eem Eisessig und 
KBr auf das Bromohiimin verarbeitet. Das Ergebnis war 0,3 g Priiparat, 
das aus rhombischen und sechsseitigen Tafeln bestand. Die Krystalle 
waren gr6Ber als die des Chlorohiimins und gleichfalls durch parallele 
Auslisechung charakterisiert. 

Der dritte auf dieselbe Weise hergestellte Extrakt gab etwas iiber 
0.1 ¢ Chlorohiimin. 

Auf weitere Erschépfung ist zu verzichten, wenngleich auch der 
Riiekstand noch tief verfirbt bleibt, denn es werden stérende Begleit- 
stoffe aufgenommen. Zu Extraktion und Waschen verbraucht man auf 
25 ¢ Laugenblutpulver, die ungefihr 1 Liter Blut entsprechen, etwa 700 cem 
Alkohol. Die Ausbeute betriigt 1,5—2 g¢ Chlorohiimin. 

Analog wurde das Priiparat von Iodohiimin dargestellt; die Krystalle 
wurden auf dem Filter anstatt der 2°/,, Salzsiiure (bzw. 2°/5, HBr) mit 
o”, KI-Lésung gewaschen. Es wurden schén entwickelte stiibchenférmige 
Krystalle gefunden (Prismen), deren Endfliichen teils abgerundet und die 
in bedeutenden Anteil zu Drusen gruppiert waren. Uberdies fanden sich 
uch rhombische Tafeln vor. Die Ausléschung durechweg parallel. 

Alle diese §-Halogenohiimine sind in 5°/, NaHCO,-Lésung unléslich. 
Die Hamsiksche Probe ist negativ. Die verschiedenartigsten Umscheidungs- 
versuche, die zweecks Uberfiihrung der §-Modifikation in die «-Modifikation 
ingestellt waren, fiihrten nicht zum Ziele und deshalb eriibrigt sich deren 
Beschreibung. 

Das 6-Chlorohiimin wurde der Elementaranalyse nach als nicht von 
-Chlorohiimin verschieden gefunden. 

V. Darstellung von Chlorohaminen in Alkohol. — A. Aus 
Hiimatin oder Oxyhimin wird das «-Chlorohiimin dargestellt. 

0,5 g Hiimatin, 2 g pulverisierte Oxalsiiure und 0,35 g¢ LiCl wurden mit 
100 cem Alkohol auf dem Drahtnetz etwa 15 Minuten, nachher noch 
(0 Minuten im Wasserbade im Kochen gehalten. Nach einigen Stunden 
wurden die Krystalle abfiltriert und vielfach mit warmem Alkohol gewaschen ; 
Wasser wurde in diesem Versuche nicht angewandt, um damit nicht etwa 
Alkohol aus seiner Bindung zu verdriingen. 
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Dieses Priiparat hatte nicht die iibliche violettschwarze Farbe des 
Hiimins, sondern einen Stich ins schieferfarbige und wies neben der Haupt. 
masse der hellbraunen (diinnen) Krystalle der «,’-Form noch grasartige 
(oxalsaures Lithium?) Gebilde auf. Dieser Befund wird deshalb erwihut, 
da bei der stathmographischen Untersuchung bis zum Erscheinen von Plateau. 
das etwa bei 120° erschien, Gewichtsverlust von etwa 3,4°/, auftrat. Dey 
Verlust von 1 Mol Alkohol wiirde eine Gewichtsabnahme von 6,60°/, ver. 
ursachen, Wurde dieses und dhnlich dargestellte Priparate mit waBricem 
Alkohol gewaschen, bis die Oxalsiiure in der Waschifliissigkeit fehlte, so lie} 
sich bei der stathmographischen Untersuchung kein Plateau mehr feststellen, 

Durch diese Versuchsreihe wurde erwiesen, dab in diesen ,,Alkohol* 
himinen kein Alkohol koordinativ gebunden vorkommt; hiermit  stimmt 
auch die Unléslichkeit aller dieser sub A. beschriebenen Priiparate in 
5°/, NaHCO, iiberein. 

2. Die Darstellung des analysenreinen Priparates geschah unter den- 
selben Mengenverhiltnissen, nur wurde das Reaktionsgemisch im Wasser- 
bade durch '/, Stunde bei der Temperatur von 75—80°C gehalten. Die 
Krystalle wurden ausgiebig bis zum Verschwinden der Reaktion des Oxalat 
und Chlorions mit waBrigem Alkohol (etwa 50°/,) und nachher mit Wasser 
gewaschen; dies geschah mit Vorteil durch Aufkochen des wiiBrigen Alko- 
hols, in dem die Krystalle suspendiert waren, 3 faches Wiederholen dieses 
Reinigungsverfahrens und nachfolgendes Waschen der Krystalle mit Wasser. 


2,892, 4,678 mg Subst.: 0,770, 1.30 mg AgCl. — 3,078 mg Subst.: 
7,02 mg CO,, 1,40 mg H,O, 0,384 mg Fe,0,. 2,984 mg Subst.: 0,219 (21°, 
747 mm), 2,845, 2,700 mg Subst.: 0,206, 0,190 (20°, 749 mm) cem N. 
C,,H,.N,0,FeCl 
Ber. C 62,62 H 4,91 N 8,60 Fe 8,59 Cl 5,44 
Gef. ,, 62,20 ,, 5,09 ,, 8,28, 8,23, 8,08 ,, 8,72 ,, 6,73, 6,87. 


Die Analysenergebnisse bezeugen, daB das Lithiumchlorid durch 
Waschen mit kaltem Wasser recht schwierig entfernt werden kann; der 
krystallographische Befund von «-Formen, dem die positive Hamsiksche 
Probe entspricht, lassen dennoch die Zahlen fiir die berechnete Formel 
auswerten. 

3. 50ecem der Lésung von 0,5 g reaktiviertem «-Hiimatin in 100 cen 
2°/, Oxalsiiure enthaltendem Alkohol wurden mit 0,5 g NaCl ungefiihr 
'', Stunde gekocht, 

Die Krystalle waren von «,-Form und waren vielfach zu Zwillingen 
und Drillingen zusammengetreten. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 


4,212 mg Subst.: 0,303 cem N (19°, 748 mm). —- 3,215 mg Subst.: 
0,72 mg AgCl. 

Die Zahlen fiir Stickstoff — 8,67°/, sowie fiir Chlor §,55°/, 
stimmen auf die obige Formel. 


4, 0,3 g o-Himatin, 0,2 ¢ LiCl und 1,2 g Oxalsiiure wurden mit 
100 eem Amylalkohol etwa 15 Minuten gekocht; da die Umsetzung in 
Chlorohimin nicht vollstiindig verlief, wurde am nichsten Tage nochmals 
mehrere Minuten gekocht. 
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Die typischen Krystalle der #-Modifikation wurden auf dem Filter 
einigemal mit Wasser gewaschen und nachher eine Woche lang an der 


' Luft getrocknet. Hamsiksche «-Probe negatiy. 


0,0623 g des Himins verloren bei der stathmographischen Trocknung 
his 200° 0,0048 = 7,7°/, am Gewicht. Das Pentanolohimin enthiilt 
11,91 °/, Pentanol, fiir den zweikernigen Komplex Pentanolo-bis-himin 


| werden 6,33°/, berechnet, wofiir auch die analytischen Zahlen von M.Nencki 


und N. Sieber zu sprechen scheinen. Entsprechend deren Befunde war 
auch die Ausbeute niedrig; sie war anstatt der iiblichen 80°/, nur 35°/). 
Die stathmographische Kurve, die bis etwa 200° aufgenommen 
wurde, zeigte ein kontinuierliches Ansteigen und war ohne Plateau; 
dies beweist, dab kein Alkohol koordinativ gebunden ist und durch die 


| Trocknung — wahrscheinlich auch bei 110° — nicht entfernt werden kann. 


Ks unterliegt wohl keinem Zweifel, dab unter den Versuchsbedingungen 
bei der Temperatur des siedenden Amylalkohols die «-Struktur teils 


betaisiert“, teils verdorben wird. 


B. Darstellung von #-Chlorohiminen aus den alkoholischen 
Lésungen. 1. Zu 50ecem der sub V. A. 3. beschriebenen Lésung, die 


'aufgekocht wurde, setzte man 2,5 cem der etwa 3,9°/, alkoholischen Salz- 
'siure. Es wurden in Ausbeute von etwa 50 mg Krystalle der 6-Moditikation 
‘in der Form von Kiigelchen und spirlicher der Wetzsteine gewonnen. Die 


Hamsiksche a-Probe war negativ. 
2. 0,5 g a-Hiimatin wurde reaktiviert und in 100 ecm Methylalkohol, 


idem 2g Oxalsiiure zugesetzt wurde, geliést. Zu 50 cem der filtrierten 


Lisung setzte man 200 mg LiCl, in 7 cem Methanol gelést, portionsweise 


-mu. Der am niichsten Tage ausgeschiedene Niederschlag wurde auf dem 


Filter mit Methylalkohol gewaschen und an der Luft getrocknet. Die Aus- 
beute betrug etwa 0,2 g¢ Chlorohiimin. Befund des Herrn Prof. Ulrich: 
.lsotrope Kiigelechen von der GréBe von 0,004 mm. Das Priiparat ist gleich- 
nibig kérnig, undurchsichtig“. 

Zu anderen 50 cem der Lésung hat man 0,5 g LiCl in Methanollésung 
tropfenweise zugesetzt, Es schieden sich fast augenblicklich winzige Krystalle 


ab, die erst bei der 1000fachen VergréBerung beobachtet werden konnten. 


Griber entwickelte Krystalle, die in der bekannten Biischel- und Garben- 


| form der 6-Modifikation auftraten, erhielt man, wenn man zu 50 cem derartiger 
| Oxyhiiminlésung 0,25¢ LiCl zusetzte; die Krystallisation erfolgte allmihlicher. 


Bei der stathmographischen Untersuchung dieser sub 2. beschriebenen 
Priparate wurde kein koordinativy gebundener Alkohol gefunden. Teich- 


/mannsche sowie Hamsiksche «-Probe negativ. 


VI. Versuche zur Darstellung der Addukte mit Kohlenoxyd, 
Lachgas und Acetylen. 450 cem Blutkérperchen — aus 800 cem Rinder- 
blut dureh Aussehleudern gewonnen — wurden mit dem 2fachen Volum 


| Wasser himolysiert. Die hiimolysierte Fliissigkeit wurde auf drei gleiche 


Vortionen aufgeteilt und jede Portion durch 5 Stunden mit dem entsprechen- 
in Gase gesittigt. Weiter wurde jede Portion auf 2 Weisen verarbeitet 
ud zwar nach der Aceton- und nach der Alkoholmethode. 

i. 230 eem des Kohlenoxydhimoglobins wurde mit dem gleichen 
‘olumen Aceton koaguliert, das zinnoberrote Koagulum ausgeprebt, ver- 


Pneben und mit 150cem 3°/, Oxalsiiure enthaltendem Aceton extrahiert. Auf 
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100 cem des kolierten und iiber Papier filtrierten Auszuges setzte may 
4,5cem eines Gemisches von gleichen Teilen 12,5°/, HCl und Acetop, 
nachher 7,5 cem Wasser und nach 1 Stunde weitere 10 cem Wasser. fF: 
wurden 0,42 g des typischen Acetono-chloro-himin gewonnen. 

Die restlichen 200 cem des Kohlenoxydhiimoglobins wurden mit dey 
leichen Volumen Alkohol koaguliert und das gleichartig behandelte Ko, 
ulum mit 150 cem 3°/, Oxalsiiure enthaltendem Alkohol extrahiert. 

Zu 100 cem des filtrierten Auszuges setzte man 0,24 mg Li! 
alkoholischer Lésung. 2 Tage spiiter wurden die Krystalle abfiltriert, mj 
Alkohol gewaschen und an der Luft getrocknet; Ausbeute 0,28 g. Bei de; 
1000 fachen VergréBerung hat man parallel auslischende Nadeln, die oft 
sternartig gruppiert waren und vereinzelte undurchsichtige a,-Formen |eo). 
achtet. o-Probe negativ, bei der stathmograpischen Untersuchung keiy 
Gewichtsverlust, sehr leicht léslich in 5°/, NaHCQ,. 

Zu 50cem des sauren alkoholischen Auszuges setzte man 0,72 ¢ Lil 
in 3eem Alkohol. Die Ausbeute am Iodohiimin, das mit 8°/, KI-Lisung 
und Alkohol gewaschen und an der Luft getrocknet wurde, betrug 0,12 ¢: 
es wurden undurchsichtige a,-Formen, die im gréBten Teil zu kompakten 
Drusen zusammengetreten waren, gefunden. «- Probe positiv; stathmo 
graphisch im Bereiche von 28—160° kein Gewichtsverlust. 

2. Auf dieselbe Weise wurde die zweite Portion der durch 7 Stunden 
mit Acetylen gesittigten Himoglobinlésung verarbeitet. 

Nach der Acetonmethode gewann man ebenfalls 0,42 g «-Acetono- 
chloro-hiimin. Nach der Alkoholmethode erhielt man mit LiCl 0,24 ¢ you 
¢-Chlorohimin, das dasselbe mikroskopische Bild zeigte wie das sub 1. be- 
schriebene analoge Priiparat. Mit Lil erhielt man aus der alkoholischen 
Lésung 0,14 g Krystalle, die undurchsichtig waren, teils vereinzelt, teil: 
durchkreuzt, aber in der Hauptmasse zu Drusen und rosettartigen Gebilden 
gruppiert vorkamen. Es waren die 6 seitigen o,-Formen, weiter auch di 
a,- und «,-Formen, von denen manche krystallonomisch nicht schari 
abgegrenzt waren. Hamsiksche a«-Probe positiv. 

3. Analog wurde auch die dritte Portion der mit Stickoxydul gesittigte 
Hiimoglobinlésung verarbeitet. 

Nach der Acetonmethode erhielt man gleichfalls 0,42 g des typischen 
a-Acetono-chloro-hiimins. Nach der Alkoholmethode stellte man mit 0,24 ¢ Lil 
etwa 0,30 g Chlorohiimin, das im mikroskopischen Bilde hauptsiichlich di 
opaken «,-Formen, die oft durchkreuzt waren, und iiberdies auch die eiche!: 
férmigen «,-Formen zeigte. Auferdem konnte man winzige Krystalle beob- 
achten, die sich bei 1000 facher VergréSerung als Nadeln der 6-Modifikation 
erkennen lieBen. o-Probe war positiv, bei der stathmographisch verfolgten 
Trocknung trat im Temperaturbereiche von 25—130° kein Gewichtsverlus! 
ein. Mit Lil erhielt man aus dem alkoholischem Auszug etwa 0,1 g lodo 
hiimin, das krystallographisch dasselbe Bild zeigte, wie das sub 1. beschrie- 
bene analoge Priiparat. 

Nach den Versuchen dieser Reihe wurde festgestellt, daB keines det 
untersuchten Gase an das Eisen der Hiimine koordinativ gebunden wird 
Aus der urspriinglich vorhandenen Bindung, die man wohl mit Hiimoglobin 
annehmen darf, wird es durch Aceton verdriingt. Bei den aus alkoholischet 
Lisungen dargestellten Himinen wurde stathmographisch kein Gewicht: 
verlust beobachtet; hierbei macht sich der EinfluB des Todions dadurel 
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pemerkbar, daB es die Umwandlung der «-Struktur in die #-Struktur fern- 


heol yachtet 1), 


VII. Darstellung der Hamine in Aceton. 1. Das «w-Acetono- 


'chlorohiimin wurde nack dem Verfahren von A. Hamsik dargestellt, 


jenn es gewihrt die Homogenitit des Priiparates und ist iiberdies dem 
Schalfejeffschen Verfahren in der Ausbeute gleichwertig'). Die Krystalle. 
deren Beschreibung friiher gegeben wurde’), wurden auf dem Filter einige 


‘mal mit Aceton gewaschen und nach 5 tiigigem Aufbewahren im Exsiceator 


iiber CaCl, stathmographisch untersucht. 0,2071 g Substanz verlor im Tempe 
raturbereiche von etwa 85—120°, wo das Plateau erschien, 0,0165 ¢ am 


Gewicht; dies entspricht 7,98°/,; theoretisch werden fiir den Verlust von 


1 Mol Aceton 8,18°/, berechnet. Die entsprechende Kurve 4 des Stathmo- 
cramms wird in Fig. 3 wiedergegeben. 

Kin Teil des «-Acetono-chlorohiimins wurde durch mehrere Tage 
Soxhlet mit Aeceton, ein anderer Teil mit Chloroform extrahiert. 
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0,1036 des mit CHCl, gewaschenen lufttrocknen Priiparates verlor 
bei der stathmographischen Trocknung bis 144° 0,0087 g am Gewicht, 
d. i, 647%, 

0,1296 g des mit Aceton gewaschenen und lufttrocknen Priiparates 
verlor bei derselben Trocknung bis 150° 0,0110 g am Gewicht, d. i. 8,5°/5. 

0,1293 g des grob mit Petroliither gewaschenen und lose verschlossen 
etwa 1 Monat aufbewahrten Priiparates des Herrn Prof. Hamsik verlor 
bei der stathmographischen Untersuchung 0,0081 ¢ am Gewicht, d.i. 6,26°), 

In diesen 3 Fiillen vollzog sich der Verlust etwa zwischen 80—120 bis 
125°, wo das Plateau erschien. 

Das Aceton wird aus seiner koordinativen Bindung weder durch 
Chloroform noch durch Petroliither verdriingt. Bei Aufbewahren entweicht 
Aceton allmiihlich; gleichzeitig —- wie aus folgendem Versuch folgt — wird 
die Umwandlung der «-Struktur eingeleitet. 

0.2230 g eines durch 2'/, Jahre im verschlossenen Gefiib aufbewalhrten 
Priiparates von o«-Acetono-chloro-hiimin, das mit CHC], extrahiert wurde 
verlor bei der stathmographisch verfolgten Trocknung im Bereiche 50 bis 
153° 0,0066 g am Gewicht, d.i. 2,96°/). Die entsprechende Kurve 5 des 
Stathmogramms, die kein Plateau aufweist und an allmiihliche Zerstérune 
des Molekiils denken liBt, wird in Fig. 3 wiedergegeben. Die «- Probe 
hecativ. 

') A. Hamsik, Diese Z. 190, 199 (1930). 
*) A. F. Richter, Diese Z. 190, 21 (1930). 
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2. Das a-Acetono-rhodano-himin wurde derart dargestellt, da! ay 0 
125 cem des oxalsiurehaltigen acetonischen Auszuges des Blutkoagulums §& gchen ' 
10 cem Lisung von 1,25 g NH,CNS (oder 1,6 g KCNS) in 20 cem 50°), Aceton ff vetisch 
zugesetzt wurden. Die Ausbeute betrug 0,3 g des grob gewaschenen und J ¢0° ist 
lufttrocknen Priiparates, das tiefblauschwarz und metallisch schillernd war & 
Befund durch Herrn Professor Ulrich: 
» lafelférmige Krystalle, gew6hnlich sechsseitig, zaweilen auch rhom- 
bisch (vgl. Fig. 4). Grébtenteils sind sie undurchsichtig und zeigen im ein. 
fallenden Licht blaue Farbe und metallischen Glanz. Ziemlich selten kommer 
auch rotbraun durchschimmernde Tiifelehen vor. Pleochroismus deutlich, 
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Aceton 
zwischen rotbraun und schwarz. Die Ausléschung scheint symmetrisch zu J% Ausber 
sein. Die gemessenen Winkel (Durchschnittswerte + 1°) sind in Fig. 5 ein- waren 
cezeichnet.‘ Fabgegr 

Es ist méglich, daB die anfangs erwihnten «-Formen die ,,wiirfel: JJ kamen, 
férmigen“ Krystalle vortiiuschen, die gelegentlich bei Acetono-rhodano: 0 
hiimin') und bei Bromhiimin*) von W. Kiister beobachtet wurden. von 25 

91° 


1} Diese Z. 129, 157 (1923). 
2) Ber. chem. Ges. 27, 572 (1894); Diese Z. 172, 99 (1928). zuhebe 
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auf 0,1502 g der lufttrocknen Substanz verloren bei der stathmographi- 
Ulums & schen Trocknung zwischen 28—137° 0,0147 g am Gewicht, d. i. 9,8°/, (theo- 
.Ceton ME retisch 7,93°/,). Die deutliche Zersetzung beginnt bei etwa 50° und bei 
1 und MB 30° ist sie beendet, das Plateau stellt sich ein. 
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Fig. 5. 
2,172 mg Substanz, die bei 110° durch mehrere Stunden getrocknet 
|wurde, gaben 0,197 cem N (22°, 748 mm). 
Stickstoft Ber. N 10,15 Gef. N 10,35. 
| 3. Auf analoge Weise wurde «-Acetono-azido-himin dargestellt; 
zu 125 eem Auszug setzte man tropfenweise 10 cem 0,5—-1°/, ige Lésung 
™ von Natriumazid im wiBrigen Aceton. Von eventuell ausgeschiedenen Salzen 


wurde abfiltriert und das Filtrat der Krystallisation tiberlassen. Die Krystalle 
wurden mit Aceton gewaschen und an der Luft getrocknet; falls Salze 
fden Hiiminkrystallen beigemengt waren, wurde zuerst mit wibrigem Aceton 

; gewaschen. 
Bei der stathmographischen Untersuchung wurde bis 96° kein Ge- 
| wichtsverlust festgestellt. Analysenreine Priiparate wurden erhalten durch 
Lisen von 0,25 g «-Oxyhimin in 50 cem 2°/,iger Oxalsiiure enthaltendem 
Aceton und sukzessiven Zusatz von je 5 ecm 1°/, iger NaN,-Loésung. Die 
| zu MB Ausbeute an gewaschenen und lufttrocknen Krystallen betrug 0,15 g. Es 
ein- # waren sechsseitige undurchsichtige Tafeln, von denen nur vereinzelte scharf 
‘abgegrenzt, die meisten bedeutend bis zu den o@,-Formen abgerundet vor- 
fel- J kamen, aber vorwiegend zu nicht zu regelmiBigen Drusen gruppiert waren. 
ai 0,1800 g der Substanz zeigten bei der stathmographisch im Bereiche 
Von 25---188° verfolgten Trocknung eine Gewichtsabnahme um 0,0066 g, d. i. 
51°. Fiir 1 Mol Aceton werden 8.11°/, berechnet. Es ist aber hervor- 
2uheben, daB die Kurve erst oberhalb 150° merklich anstieg. 
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3,526, 3,034 mg Subst.: 0,424, 0,368 (23°, 737 mm) cem N. 


Stickstoff fiir C,,H,,.N,0,FeN,-CH,COCH, Ber. 13,68 
Gef. 13,46, 13,56. 


Das Priparat gab positive «-Probe und war gut in 5°/, NaH0o, 
léslich, ebenfalls wie Acetono-rhodano-hiimin, jedoch nicht augenblicklic), 
wie dies bei a-Acetono-chloro-hiimin immer beobachtet wurde. 

6 Monate gelagertes Priparat verlor seine Loéslichkeit in 5°/, NaHCv,, 
die der Metastruktur eigen ist; der Stickstoffwert wurde etwas héher gefunden, 


2,723 mg Subst.: 0,340 eem N (22°, 728 mm), d. i. 13,75 °/). — 2,405 mg 


Subst.: 0,291 cem N (21°, 750 mm), d. i. 13,86 °/). 


4. Versuche, das a-Acetono-iodo-hiimin darzustellen, fiihrten zu keine 
befriedigendem Ziele. Dieser Umstand im Zusammenhange mit der Dar. 
stellung der «-[odohiimine aus der alkoholischen Lésung diirfte die komple;- 
chemische Rolle des Iodions hervortreten lassen. 


5. 0,5 g Oxyhiimin (d. i. reaktiviertes Himatin) wurde mit 2 g Osa 
siure und 100 cem Aceton verrieben. Da es sich merklich schwierig liste, 
wurde 1 Messerspitze Oxalsiiurepulver zugesetzt. 50 cem der filtrierter 
Lésung wurden der Krystallisation iiberlassen. Nach mehreren Tagen kounte 
man etwa 40 mg krystallisiertes und mit Aceton gewaschenes Oxalatohiimin 
gewinnen. ,,Kleine nadelférmige bis faserférmige Krystalle, ungefihr 0,009 mm 
lang und 0,5 breit, die schief ausléschen, pleochroistisch sind und starke 
Doppelbrechung zeigen.“ (Prof. Ulrich.) 

3,441 mg Subst. (lufttrocken): 7,925 mg CO,, 1,75 mg H,O, 0,441 mg 
Asche (d. i. Fe,O;). — 3,843, 3,642 mg Subst.: 0,286, 0,274 (23°, 740mm) cem J. 


Wegen des hohen Wasserstoffwertes wurde die Substanz im Trocken 
block bei 120° getrocknet und wiederum zur Analyse gebracht. 


2,932, 2,971 mg Subst.: 6,67, 6,78 mg CO,, 1,45, 1,54 mg H,0, 402 

400 mg Fe,Qs. 
(C,,H3.N,0,Fe);(C,0,).H Ber. C 62,80 H 4,82 WN 8,30 Fe 8,21 
Gef. ,, 62,81 , 5,69 ,, 836, 845 ,, 8,9 


Nach Trocknung der Substanz im Trockenblock blieben die Wasser 
stofiwerte praktisch unveriindert, aber die Kohlenstoffwerte wurden niedrige 
gefunden, vielleicht wegen eingetretener Schwerverbrennlichkeit. 


Gef. C 62,05, 62,24 HH 5,57, 5,80 Fe 9,59, 9,30. 


Die a-Probe war positiv. Aus Versehen wurde die Loslichkeit in 5 
NaHCO, erst nach 3 Monaten gepriift und gleich Null gefunden. Trot 
mancher Versuche gelang es nicht, ein anderes Priiparat yon Oxalatohiimi 
wieder krystallisiert zu gewinnen. 


VIII. Versuche zur Darstellung von Acetaldehydohamin. Fs ist au! 
Grund der stathmographischen Untersuchung anzunehmen, daB sich in de! 
heterogenen Reaktion (NaCl, Oxalsiiure, a-Hiimatin und technischer Ace 
aldehyd) ein Triacetaldehydoaddukt bildet; in dem Bereiche von 148—20 
wo sich das Plateau einstellt, erfolgt eine Gewichtsabnahme um etwa 13,9 » 
Beim Auswaschen der Beimengungen wird das Priiparat umgewandelt bz 
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yerdorben, und es konnte bisher nicht im analysenreinen Zustande erhalten 
werden. Es wird wegen der sichergestellten Addition und der zur Polymeri- 


' sation fiihrenden katalytischen Funktion des Zentraleisens erwiihnt, 


Diskussion und Zusammenfassung. 


Auf Grund der mitgeteilten Versuche darf man annehmen, 
dab Molekiile mit semipolarer Gruppe bei der Addition an das 
Kisen des Protohiimins bevorzugt werden { Acetono, Acetaldehydo- und 
das von H. Fischer und seinen Mitarbeitern') beobachtete Acetico- 


'addukt]; gewissermaBen ist hier auch das von F. Haurowitz’) 


largestellte Cyanicoaddukt zu nennen. 
Die Haftfestigkeit des Acetons in Acetonohiiminen ist von 


der Natur der polaren Komponente abhiingig und in der Folge 
ist deren Existenzbereich verschieden. 


Alkoholo- bzw. Atheroaddukte konnten nicht dargestellt werden. 


| Diesbeziigliche Versuche haben die Wichtigkeit der polaren 


Komponente bei der Orientierung der prosthetischen Gruppe (des 
go N,O0,Fe* }) her- 


vortreten lassen; deren verschiedene Orientierung und Polaritit 
wird als @-, als 8- und als meta-Struktur bezeichnet. Im Falle 


der induzierten Polaritiit der alkoholischen Gruppe hat man 


auch den zweikernigen Komplex — ein Athanolo-bis-himin — in 


| Betrachtung zu ziehen; hier ist der Befund von W. Kiister*) zu 


erwihnen; der weitere Befund von M. Nencki und N., Sieber?) 
ist durch hartnickiges Haften des Amylalkohols erklirt und un- 
wahrscheinlich. 

H. Fischer‘) betrachtet die Frage der (-Modifikation als 
eine Krystallisationsangelegenheit; obgleich einige Versuche dieser 
Arbeit in diesem Sinne gedeutet werden kénnen, scheint mir die 


fyon W. Kiister und A. Hamsik vertretene Selbstiindigkeit der 
| )\Modifikation durch die Darstellungsweise und eingehende krystal- 
| lographische Untersuchung meiner Priiparate (Kap. IV) bewiesen 


mu sein. Da die Kiistersche Vorstellung iiber die Verschieden- 
heit der Carboxyle in dem symmetrischen Aufbau des Molekiiles 
keine Stiitze findet und die Vorstellung iiber deren verschiedene 
lnanspruchnahme durch die freien, nicht koordinierten basischen 
Stickstoffatome der allgemein angenommenen Konstitutionsformel 


von H. Fischer widerspricht, halten wir die friiher geiuBerte 


1) a. a, O. 2) Diese Z. 169, 256 (1927). 
) aa. O. 4) Pyrrolchemie. 
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Annahme eines anderen Verlaufes des konjugierten Cyclus |; 
Arbeitshypothese und vorliufige Erklirung der verschiedene; 
Polaritét aufrecht; dessen Existenz und die beziigliche Umwand. 
lung miiBte an das Zentraleisen gekniipft sein, denn nach de, 
ausschlaggebenden Arbeiten von H. Fischer, A. Treibs ing 
K. Zeile!) und von A. Hamsik?*) iiber das von mir beschrieljene 
a-Protoporphyrin, stellen ¢- und §-Protoporphyrin nur verschieden 
Habitus derselben Substanz vor. Eine Aussicht, Auskunft in diese 
Hinsicht zu gewinnen, besteht in der Darstellung der reine 
f8-Himine bzw. Metahimine (Vers. V.A.3.) in Alkohol, wo de 
C,,-EinfluB auf das MindestmaB zuriickgedringt wird und wo der 
betaisierende Einflu8 von Alkohol, der allgemein angenommen 
wird, durch die Wahl des zugesetzten Anions in Schranken ge. 
halten wird; der Zusatz von Jodion fiihrt zu @-Hamin, von Hyyo- 
phosphition ’) zu @-Metahimin, von Chlorion gewoéhnlich zu §-Himin, 
Man mu& auf Grund dieser Ergebnisse den SchluB ziehen, dat 
in der alkoholischen Lésung von Oxalatohimin sich die betreffender 
Strukturen im tautomeren Gleichgewicht befinden, falls man nicht 
dem Anione die Hauptrolle zuzuschreiben geneigt ist. 


Zam SchluB danke ich meinen Kollegen, den Herren Dozenten 
St. Skramovsky und Prof. F. Ulrich fiir deren freundliche Hilfe 
hierorts bestens. 


Ye. 2D. 2) Diese Z. 196, 195 (1931). 
5) A. Hamsik, Diese Z. 253, 123 (1938). 
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Untersuchungen iiber Organlipoide. 


XIII. Eigenschaften und Struktur des Sphingomyelins 
aus normaler Milz. 
Von 
S. J. Thannhauser und J. Benotti. 


(Aus der Mediz. Klinik der Boston Dispensary und Tufts College Medical School, Boston.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Miirz 1938.) 


In der XI. Mitteilung dieser Reihe beschrieben Thannhauser 
und Setz eine Trennung des Sphingomyelins von Lecithin und 
Kephalin. Sphingomyelin gibt ein Reineckat, Lecithin und Ke- 
phalin geben keine Reineckate "’). 

Die Elementaranalyse des krystallisierten Sphingomyelin- 
reineckats, welches von Sphingomyelin aus Milz dargestellt wurde, 
sprach fiir ein Reineckat, das aus einem Molekiil Reineckesaure 
und drei Molekiilen Sphingomyelin zusammengesetzt ist. Dies schien 
eine Bestitigung der Auffassung von Frinkel, Bielschowsky 
und Thannhauser zu sein‘), die in dieser Zeitschrift (1933) ein 
Sphingomyelin aus Schweinsleber beschrieben, dessen Molekiil als 
ein trimeres Sphingomyelin angesehen wurde. Dieses Sphingo- 
myelin soll aus drei monomeren Sphingomyelinen, die sich nur 
durch ihre Fettsiuren, Stearinsaiure, Palmitinsiure und Lignocerin- 
siure unterscheiden, zusammengesetzt sein. Dem polymeren 
Sphingomyelin wurde eine vorliufige Formel als Arbeitshypothese 
vereben, welche eine betainartige Bindung zwischen dem Cholin 
eines Sphingomyelinmolekiils und dem Phosphorsiure-Rest des 
anderen Molekiils annimmt. 

Ahnliche intermolekulare Bindungen waren friiher bereits 
von Griin und Limpacher fiir sogenannte Endosalze des 
Lecithins*) diskutiert. Eine betainartige Struktur wurde neuer- 
dings von Plimmer auch fiir den synthetischen Cholinphosphor- 
siureeester angenommen’). 

Wir stellten uns zur Aufgabe durch neue Daten die polymere 
Struktur des von uns dargestellten Sphingomyelins zu erhiirten 
oder zu widerlegen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 16 
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“ Sphingomyelin aus Milz. 


In einer friiheren Mitteilung') beschrieben wir ein polymere, 
Sphingomyelin, das aus dem getrockneten Organ durch Ather. 
extraktion hergestellt war. Wir glaubten durch weitere Extraktion 
mit einer Mischung von 1:1 Chloroform—Methanol monomere; 
Sphingomyelin zu erhalten, dessen Isolierung aus dem Chloroform- 
Methanolextrakt nunmehr als Reineckat méglich sein sollte. 


Die Darstellung des sogenannten Polydiaminophosphatids 
geschieht nach den bereits gegebenen Vorschriften durch Ather- 
extraktion}). Das mit Ather extrahierte Organpulver wurde mit 
50 Teilen Methylalkohol und 50 Teilen Chloroform 24 Stunden 
nochmals extrahiert. Der Chloroform—Methylalkoholextrakt wurde 
so stark als méglich eingeengt, um das Chloroform vollstiindig 
zu entfernen. Zu der verbleibenden sirupésen Liésung wurde 
ungefaihr 5mal soviel Methylalkohol zugegeben, erhitzt und vom 
unléslichen Material abfiltriert. Diese Liésung wurde mit einer 
methylalkoholischen Lésung von Reineckesalz!) versetzt und 
hernach tropfenweise konzentrierte Salzsiure zugegeben. Die 
ersten Tropfen Salzsiiure schlagen eine flockige, schmutzig-graue 
Substanz (Kephalin) nieder, welche abfiltriert werden muk, bevor 
die Lésung vollstandig salzsauer gemacht wird. Mit dem aus 
fallenden rosa gefarbten Reineckat wird gleichzeitig eine weibe 
Substanz niedergeschlagen. Das Reineckat wird von der weiben 
Substanz durch Aufschwemmung in Ather und wiederholte De- 
kantierung getrennt. Wir setzten einen Apparat zusammen, der 
eine fortlaufende Dekantierung ermdglichte. 


Das trockene Material (Reineckat plus weiBe Substanz) wurde 
in einen Erlenmeyer mit eingeschliffenem RiickfluBkihler ge- 
bracht. Ein Handriihrer geht durch den Kihler und eine Glas- 
réhre, welche den kondensierten Ather auf den Boden des Erlen- 
meyer leitet. In einem Rundkolben, der mit dem Erlenmeyer 
durch eine am Hals angeblasene Briicke verbunden ist, wird Ather 
auf dem Wasserbade erhitzt und in dauernder Zirkulation ge- 
halten. Durch Rihren wird die Suspension im Erlenmeyer vo 
Zeit zu Zeit aufrecht erhalten. Nach ungefaihr 8—10 Stunden 
ist das Reineckat von der weiBen Substanz befreit. Die weibe 
Substanz besteht aus Kephalin und Cerebrosiden und wird durch 
die Reineckesalzbildung des Spingomyelin mit ausgesalzen. Die 
Tatsache, daB bei der Zugabe von Reineckesiiure zu Lipoid- 
mischungen nicht nur Sphingomyelinreineckate, sondern auch 
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' andere Lipoide als Sphingomyelinreineckate ausgesalzen werden 
' ynd von dem Reineckat getrennt werden miissen, ist bei allen 
priparativen Anwendungen dieses Vorganges zu berticksichtigen. 
- Das durch diese Reinigung abgetrennte Reineckat wird mit Wasser 
' and dann mit Aceton gewaschen. Das Aceton trennt eventuell 


yorhandenes Cholinreineckat ab. 

Das Sphingomyelinreineckat kann zur Reinigung nicht ohne 
Zersetzung umkrystallisiert werden. Um das Reineckat zu reinigen, 
muf es zerlegt und wiederholt in das Reineckesalz iibergefiihrt 


| werden. Die auf diese Weise aus dem Chloroform—Methanol- 
 extrakt der Milz erhaltenen Sphingomyelinreineckate gaben mit dem 


Sphingomyelinreineckat, das aus dem Sphingomyelin des Ather- 


 extrakton, erhalten wurde, | Resultate. (7,50°/, N, 


3,13 °/, P. — 7,05°/, N, 3,08°/, P.) Diese Zahlen zeigen, dab 
durch eine 2tiagige Atherextraktion des Milzpulvers das Sphingo- 
myelin nicht vollstandig extrahiert wird und daf das durch eine 
nachtrigliche Chloroform—Methanolextraktion erhaltene Sphingo- 


myelin identisch mit dem Sphingomyelin des Atherextraktes ist. 


Um diesen Befund noch weiter zu bekraftigen, haben wir das 
Sphingomyelin, welches durch Atherextraktion aus der Milz er- 
halten wurde und das Sphingomyelin, welches aus dem Chloro- 
form—Methanolextrakt als Reineckat gewonnen wurde, aufgespalten 
und die Fettsiiuren isoliert und identifiziert. 


Die Hydrolyse des Sphingomyelin, die Isolierung der Methylester und 
die Destillation wurde nach den Angaben von Frinkel, Bielschowsky 
und Thannhauser’) ausgefiihrt. Die Molekulargewichte der isolierten 
Siuren wurden durch Titration mit alkoholischer KOH bestimmt. Die 
Jodzahl wurde nach der Methode von Rosenmund und Kuhnhenn‘®) 
erhalten. Zur Identifizierung der Fettsiiuren hat sich die Esterbildung mit 
p-Phenyl-phenacyl-bromid als wertvoll erwiesen [Drake und Bronitsky’)}. 
Die Schmelzpunkte der p-Phenyl-phenacyl-Ester von analysenreiner Palmitin-, 
Stearin- und Lignocerinsiiure*) wurden bei 95°, 98° und 105° gefunden. 





*) Chibnall, Piper und Williams) untersuchten Phrenosinsiiure 
und Lignocerinsiure, welche sie durch Aufspaltung von Phrenosin und 
Kerasin gewonnen hatten. Sie schlossen aus den Massen des ,,long crystal 
spacing“ in A durch Réntgenphotographie, daB ihr Priparat der Phrenosin- 
siure mit 10°/, C.,- und 10°, C,,-Siure verunreinigt ist. Die Lignocerin- 
sire yon Kerasin und anderen Naturprodukten schmilzt bei 81°. Phrenosin- 
siure Schmelzp. 102°, hat in der gleichen Proportion wie Lignocerinsiiure 
geringe Menge C,,- und C,,-Siure beigemengt. Die Autoren behalten den 
Namen Phrenosinsiure bei, “wehrend sie fiir die natiirliche Lignocerinsiure 
den Namen ,,gemischte Fettsiure einfiihren wollen. Ahnliche Unter- 
suchungen an Lignocerinsiiure des Sphingomyelins sind nicht berichtet. 
Wir méchten annehmen, daf die Bedingungen ihnliche sind wie bei 
16* 








220 


S. J. Thannhauser und J. Benotti, 





Destillation der Methylester von 3g Sphingomyelin 


dargestellt durch Atherextraktion aus Milz. 







































































ge 
Fraktion AuBen- Innen- Gewicht des Druck 
ere temperatur temperatur Methylesters in g | in mm 
(1) 143—148 100 —129 0,1553 0,5 schri 
(2) 147—157 125—130 0,5999 0,5 Zerle 
(3) 158—165 118—114 0,0365 0,4 hac 
(4) 157—169 94—120 0,0201 0,085 = 
(5) 169—185 121—150 0,0179 0,092 myel 
(6) 185—197 137—151 0,1491 0,035 “— 
(7) 197— 200 151—152 0,0974 0,010 Weth 
1,0762 wait 
Charakterisierung der Fettsiuren 
nach der Verseifung der Methylesterfraktion. 
_ Schmelzp. der a o ~ p-Pheny!- 
Fraktion freien Sduren Mol.-Gew. Jodzahl phenacy] - Ester Frakt 
in ° in ° 
—— ST SS (1 
(1) 59—60 279 14,2 93 2 
(2) 62—63 284 15,1 96 3 
(3) u. (4) 65 291 20 98 (4) 
(5) u. (6) 7 370 26 104 (5 
(7) 78 379 22 105 
. i oe ’ ( 
Da man immer wahrend der Hochvakuumdestillation geringe 
Zersetzung feststellen kann, nahmen wir das Gewicht der Methyl- § —— 
esterausbeute als Unterlage fiir die Berechnung der Fettsiuren. ‘ 
(1) + (2) + (3) + (4) = 0,8118 g Methylester = 0,778 g Palmitin- . 
Stearinsiuregemisch. (5) + (6) + (7) = 0,2644 g Lignocerinsiiure- § —— 
methylester = 0,254 g Lignocerinsiiure. Wenn 0,778 ¢ Palmitin- } 
Stearinsiuregemisch und 0,254 g Lignocerinsiure bei der Spaltung : 
des Sphingomyelin erhalten werden, so diirfte das Sphingomyelin 
aus Milz, welches durch Atherextraktion dargestellt wurde, an- 
naherungsweise je 2 Mol. Palmitinsiiure und Stearinsiure:1 Mol. 
Lignocerinsiure enthalten. Diese analytischen Befunde sind im Meth 
Widerspruch mit den Befunden von Frinkel, Bielschowsky Palm 
und Thannhauser, welche iquimolekulare Proportionen dieser won 
Sauren in dem Sphingomyelin aus Schweineleber (sogenannte nite 
Polydiaminophosphatide) fanden. ane 
Kerasin. Trotz der Feststellungen von Chibnall, Piper und Williams 
méchten wir den Namen Lignocerinsiiure (wie dies auch andere Autoren Meth 
taten) fiir die natiirliche Siure C,, beibehalten, da eine Trennung der w 0; 
natiirlichen Sfure C,, von geringen Verunreinigungen der C,,- und (;;- af ke 
Siuren unmdglich ist und die Hauptmenge der natiirlichen Saiure (Schmelz- — 
punkt 81°) identisch ist mit der synthetischen Lignocerinsdure (Schmelp. 84,5"). solie 
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gewonnen aus der sekundéren Chloroform—Methanolextraktion 


durch Reineckatfallung. 


Das Sphingomyelin wurde als Reineckat, wie es oben be- 
Das Reineckat wurde durch 3maliges 


schrieben wurde, gefallt. 


Zerlegen und Uberfiihrung in das Reineckesalz gereinigt. Aus 
diesem kristallinischen Reineckat wurde kristallinisches Sphingo- 
myelin durch Zerlegen erhalten und fiir die Hydrolyse beniitzt. 
Die Hydrolyse des freien Sphingomyelins und die Isolierung der 
Methylester wurde wie oben beschrieben ausgefiihrt. 


Destillation der Methylester von 3,55 g Sphingomyelin 
aus Chloroform-Methanolextrakt. 





Fraktion 


(1) 
(2) 
(3) 
(4) 
(5) 





AuBen- 
temperatur 


129—145 
143—158 
155—163 
162—170 
170—195 





Innen- 
temperatur 


95—105 
103—115 
112—121 
120—130 
130—149 





_ Gewicht des 


Methylesters in g 


0,2219 
0,5674 
0,1513 
0,0513 
0,8424 





Druck | 


in mm 


0,1 
0,05 
0,035 
0,01 
0,004 


Charakterisierung der Fettsiuren nach der Verseifung 





Fraktion 





der Methylesterfraktionen. 


| Schmelzp. der 
freien Siuren 


in ° 


60 


62 
66 
74 
79 





Mol.-Gew. 


265 
274 
280 
300 
388 








p-Phenyl- 
Jodzahl phenacy]-Ester 

mm” 
25 94 
23 96 
26 97 
30 102 
34 105 


Durch Hydrolyse des aus dem sekundiren Chloroform— 
Methanolextrakt gewonnenen Sphingomyelins wurden ebenfalls 
Palmitin-, Stearin- und Lignocerinsiuren gefunden. 
hervorgehoben, daB wir bisher in den von uns untersuchten nor- 
malen Organen nur diese Fettsiuren als Bestandteil des Sphingo- 
myelins gefunden haben. 

Fiir die Berechnung wurden (1)+(2)+ (3) addiert = 0,9406 g 
Methylester = 0,898 g Palmitin = Stearinsiuregemisch. (4) + (5) 
= 0,3937 g Lignocerinsiure—Methylester = 0,380 g Lignocerin- 


sdure. 


Es sei hier 


In dem durch sekundires Chloroform—Methanol aus Milz 


solierten Sphingomyelin ist proportional mehr Lignocerinsiure- 
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sphingomyelin enthalten als in dem Sphingomyelin, welches dure} 
primaire Atherextraktion gewonnen wurde. Die molekularen Pro. 
portionen in diesem Sphingomyelin entsprechen anniherungsweise 
je 1,66 Mol. Palmitin- und Stearinsiiure : 1,03 Mol. Lignocerinsiiure, 
Die Zusammensetzung des Sphingomyelin aus Milz  wechselt 
demnach bei Anwendung verschiedener Extraktionsmittel. Die 
Lignocerinsiure-haltigen Anteile des Sphingomyelins scheinen iy 
dem primiren Atherextrakt etwas weniger léslich zu sein. 


I. Molekulargewichsbestimmung des Sphingomyelins 
durch Siedepunktserhéhung. 


Das Ebulliometer wurde nach den Angaben von Centnerszwer und 
Lazniewski®*) von unserem Glasbliser hergestellt. Uber Bariumoxyd ge. 
trocknetes Chloroform wurde als Lésungsmittel benutzt. Das aus dem 
Atherextrakt hergestellte Sphingomyelin wurde itiber P,O, zur Gewichts. 
konstanz getrocknet. 


1000 K,g 
M= —. 
GAT ’ 
K, = der Siedepunkt des benutzten Lésungsmittels, 


g = das Gewicht in Gramm des gelésten Stoffes, 
G = das Gewicht in Gramm des Lésungsmittels, 
AT = die Erhéhung des Siedepunktes durch Zugabe des gelisten Stoffes. 




















K, gq G AT Mol.-Gevw. 
- Exp. Nr. 1 3,80 1,6354 119,04 0,061 870 
Exp. Nr. 2 3,80 1,5179 119,04 0,050 970 


Sphingomyelin von einer anderen Darstellung: 








G Mol.-Gew. 








| K, | g 


Exp. Nr. 3 | 3,80 | 1,127 | 119,04 | 0,085 | 1080 





AT 


Kin monomeres Sphingomyelin hat ein ungefahres Molekular- 
gewicht von 800, ein trimeres Sphingomyelin wiirde ein Molekular- 
gewicht von etwa 2400 haben. Die Resultate unserer Molekular- 
gewichtsbestimmungen sprechen fiir die monomere Struktur des 
untersuchten Sphingomyelins. 


II]. Molekulargewicht durch Zwitter-l[onentitration. 


Vor einigen Jahren studierten Fischgold und Chain”) die 
molekulare Struktur der Mono- und Diaminophosphatide auf Grund 
ihrer base- und siurebindenden EKigenschaften mittels Titration. 
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Wir fihrten die von Fischgold und Chain angegebene Zwitter- 
Jonentitration an dem gleichen Priparat des Sphingomyelins, 
das zur vorhergehenden Molekulargewichtsbestimmung benutzt 
wurde, aus. 


Titration mit n/50-HClO,-Dimethyl-Gelb als Indicator. 





— 





























Y a oo Z : 
Material Gewicht | Titration | Kontrolle Unter Aquin ie 
schied Gewicht 
Sphingomyelin 0,0478 2,80 0,30 2,50 900 
aus Milz 0,0410 2,15 0,22 1,93 1000 


Ein trimeres Sphingomyelin wiirde nur !/, Aquivalent der 
Wasserstoffionen verbrauchen und das Aquivalent -Molekular- 
sewicht wire als 2400 zu erwarten. Die obigen Zahlen zeigen 
aber eine Titration des Aquivalentgewichts zwischen 900—1000, 
das einem monomeren Sphingomyelin entspricht. 


II. Molekulargewicht, berechnet durch Ag- und Pt-Salz 
des Sphingomyelins. 
I 5omy 
238,9 mg Ag-Salz: 23,9 mg Ag. 
Ag-Salz: C,.;H2;,,NePs0i9Ag 
Ber. (trimeres Sphingomyelin) Ag 4,5 M.W. 2411. 
Ag-Salz: C,,H,,N,P0,Ag 
Ber. (monomeres Sphingomyelin) Ag 11,5 M.W. 942 
Gef. ,, 10,0 , 1080. 
212 mg Pt-Salz: 30,2 mg Pt. 
Pt-Salz: C,,,H,.,N,P,0,,Pt. 
Ber. (trimeres Sphingomyelin) Pt 7,2 M.W. 2713. 
Pt-Salz: C,,H,,.N,PO,Pt 
Ber. (monomeres Sphingomyelin) Pt 1 
1 


jt» =M.W. 1243 
oe + 2 


Zusammenfassung. 

Das aus normaler Rindermilz extrahierte Sphingomyelin ent- 
hilt Palmityl-, Stearyl- und Lignocerylsphingomyelin. Das Ver- 
hiltnis, in dem diese Sphingomyeline in dem _ krystallisierten 
Produkt aus dem Atherextrakt enthalten sind, ist anniherungs- 
weise 2:2:1. Das nach der Atherextraktion durch Chloroform— 
Methanol extrahierte Sphingomyelin enthilt Palmityl-, Stearyl- und 
Lignocerylsphingomyelin in dem ungefihren Verhiltnis 1,6:1,6:1. 
Verschiedene Methoden der Molekulargewichtsbestimmungen 

des Sphingomyelins (Differential-Ebulliometrie, Zwitter-Ionen- 
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titration, Analyse des Ag- und Pt-Salzes) zeigen eine mono. 
molekulare Struktur des Sphingomyelins aus Milz. Unsere friihere 


Ansicht, daB das Sphingomyelin eine polymere Struktur besitzt, 


kann nicht aufrecht erhalten werden. 
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Berichtigung zur Arbeit ,,Uber 4**-Cholestadien 
und seine photochemische Umwandlung™. 
Von 


Adolf Butenandt und Helmut KudBus’). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1938.) 


In der oben genannten Mitteilung ist versehentlich dem 
Cholesterylen die Strukturformel eines 4*®-Cholestadiens 
zuerteilt worden. Da Cholesterylen die Doppelbindungen in der 
A*>-Stellung enthalt?), ist das Formelbild II jener Arbeit durch 
die Strukturformel des 4*5-Cholestadiens: 


zu ersetzen. 


1) Diese Z. 263, Heft 3 und 4, S. I (1938). 
2) Stavely u. Bergmann, J. Org. Chem. 1, 567 (1937). 
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Uber den Kieselsduregehalt des Blutes, 
zugleich zur Mikrokieselsiurebestimmung in der Blutasche 
nach Kraut. 

Von 


Hans Frank und Gustav Gerstel. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Bonn. ) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1938). 


Seit Jahren fiihren wir systematische (chemische) Unter- 


_ suchungen menschlicher Gewebe, besonders von Lungen Staubkranker 


auf Kieselsiure-, Aluminium- und Titanoxydgehalt [Gerstel}?5)] 
aus. Auch andere Organe als die Lungen wurden in den Kreis 
unserer Untersuchungen einbezogen; so hat z. b. Kasten‘) iiber 


| die Ergebnisse von SiO,-Analysen am Pankreas berichtet. Im 
Rahmen solcher Untersuchungen interessierten wir uns auch fiir 
das Verbleiben und den Umbau der Silikate im Organismus. AuBer 


der Abgabe durch die Atemwege kommt hier besonders die Aus- 


' scheidung im Harn nach Bloomfield, Sayers und Goldmann) 
'in Betracht. Zu den Nieren kénnen die Silikate nur auf dem 
 Blutwege gelangen, wozu der grobe Kinbruch von Staubherden in 
| BlutgefaBe [Gerstel®)] oder eine Resorption durch die Gewebs- 


sifte Voraussetzung sein miBten. 

Als MaB solcher Vorgiinge und anfangs auch als diagnosti- 
scher Hinweis auf den Schweregrad einer Staublungenerkrankung 
erschien uns die Bestimmung des Kieselsiuregehaltes des Blutes 


geeignet, etwa nach Kraut’), der eine Mikromethode zur Be- 
'stinmmung der Blutkieselsiure mitteilte. Kraut ging folgender- 
maben vor: 


,1n 5 cem Blut, die zur Bestimmung verwendet werden, sind zwischen 0,5 


und 1,5 mg SiO,, d. h. 1—3°/, der Sulfatasche enthalten. Um diese kleinen 


Mengen mit Sicherheit zu erfassen, ist es notwendig, die Operationen soweit 


as méglich in einem Platintiegel auszufiihren, dessen Gewicht mit Deckel 


die zulisssige Héchstbelastung der Mikrowage nicht iiberschreitet. Man 


: iberfithrt die Blutproben aus dem Priparatenglas in einen 50 ccm fassenden 
® Jenaer Erlenmeyerkolben und spiilt das Glas und den Stopfen mit 5 ecm 
| konzentrierter Salpetersdure nach. Dann erwirmt man vorsichtig unter Um- 
| schwenken auf dem Wasserbad, bis in 15 Minuten vollige Lésung eingetreten 
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und die Schaumbildung beendet ist. Man stellt den bedeckten Platintiege), 
dessen oberer Durchmesser 2,5 cm betriigt, in einen Ringbrenner von 5 em 
lichter Weite so ein, daB die Flimmchen bei voller Gaszufuhr den oberey 
Rand des Tiegels treffen. Durch Verwendung des Ringbrenners wird jedes 
Uberkochen und Hochkriechen der Fliissigkeit verhindert. Dann drosse} 
man den Gasstrom fast vollstiindig, so da8 der obere Rand eben warm ge. 
halten wird, und triigt 2 cem des Blut-Salpetersiuregemisches ein. Mit ver. 
stirkter Flamme wird die Fliissigkeit bis fast zur Trockne verdampft; dany 
laBt man bei ganz kleiner Flamme den Tiegel etwas erkalten und wieder. 
holt die Zugaben. Die letzten 2 ccm vermischt man im Erlenmeyerkolben 
mit 2 ccm konzentrierter Schwefelsiiure, triigt das Gemisch auf 2 mal ein 
und raucht bis zum Eintreten von Schwefelsiuredimpfen ab. Dann werden 
unter Abkiihlen und Wiedererhitzen nach und nach 12—15 cem Salpeter- 
Schwefelsiiure (1:1) zugegeben, bis beim Auftreten der Schwefelsiiurediimpfe 
eine hellgelbe Loésung hinterbleibt. Nun verdampft man die restliche 
Schwefelsiure und erhilt nach 3 Minuten Gliihen mit dem Teclu-Brenner 
einen durch Eisenoxyd rotlich gefiirbten Riickstand. Man wiigt nach 
20 Minuten auf der Mikrowage und wiederholt zur Kontrolle das Abrauchen 
mit 5 Tropfen Schwefelsiiure. Zur Bestimmung der in der Sulfatasche 
enthaltenen Kieselsiure versetzt man mit 1 cem FluBsiure und 5 Tropfen 
Schwefelsiiure, raucht langsam ab, wiigt und wiederholt zur Kontrolle das 
Abrauchen mit FluBsiiure. Die Gewichtsdifferenz ergibt die in der Sulfat- 
asche vorhandene Kieselsiiure. Aus Parallelbestimmungen ergibt sich die 
Fehlergrenze der Bestimmung zu héchstens + 2°%/).“ 


Eigene Untersuchungen. 


Unsere Nachpriifungen der Krautschen Feststellungen rich- 
teten sich auf zwei wesentliche Punkte: Erstens trifft die vou 
ihm gemachte Annahme, daB die Kieselsiiure in der Blutasche 
zu 1—3°/, enthalten sei, zu, und gestattet es seine Mikromethode, 
diese Werte einwandfrei zu bestimmen ? 


i. 


Zuniichst legten wir Wert darauf, aus gréBeren Mengen Blut 
den angegebenen Prozentwert der Kieselsiure des normalen Blutes, 
bezogen auf Sulfatasche, nachzupriifen. Durch die Liebenswiirdig- 
keit von Herrn Prof. Dr. Martini erhielten wir aus der Medi- 
zinischen Klinik haufig frisches Blut von soeben vorgenommene! 
Aderliissen; so hatten wir reichliche Blutmengen und konnten 
neben der Bestimmung in 5 ccm auch die klassische Kieselsaure- 
bestimmung in 100—300 ccm Blut durchfithren. So kam nebet 
der Krautschen Methodik folgendes Verfahren zur Anwendung: 

In einer Platinschale yon 400 ccm Inhalt wird das Blut nach Zusatz 


von zunichst etwa 30 ccm konzentrierter Salpetersiure auf dem siedenden 
Wasserbad abgedampft. Die Zersetzung macht sich durch Entweichen von 
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| Gasblasen bemerkbar. Um das Schiiumen zu vermeiden, setzt man einige 
' Kubikzentimeter absoluten Alkohol hinzu. Wenn die Gasblasenbildung 
' nachgelassen hat, wiederholt man den Zusatz von Salpetersiiure. Dies ge- 
' schieht mehrere Male, so da die Salpetersiiurekonzentration und damit die 
| Zersetzungsstirke allmihlich wichst. Nach dem Eindampfen bleibt schlieb- 
| lich eine grau-weiBe, klebrige Masse iibrig, die bei Wasserbadtemperatur 


auch der energischsten Behandlung mit Salpetersiiure widersteht. Um auch 


' diesen organischen Riickstand zu zerstéren, verfihrt man wie folgt: Nach 
' letztmaligem Abdampfen, jetzt mit rauchender Salpetersiiure, hilt man 


den Brenner an den unteren Rand der Platinschale, bis nach kurzer Zeit 
die ganze Masse unter Flammenerscheinung verkohlt. Die Platinschale 


| leidet hierbei nicht im geringsten. Die Blutkohle wird gesammelt und im 


Nickeltiegel einschlieBlich der anorganischen Substanz verbrannt. Der 


| Riickstand wird mit Atznatron und Natriumsuperoxyd aufgeschlossen. Da- 


nach wird die Kieselsiiure mit der iiblichen Methodik bestimmt. 


II. 


Da die von Kraut ermittelten Zahlen sich auf das Verhiltnis 
der Kieselsiiure zur Blutasche beziehen, priiften wir auch die 
hisher angenommenen Werte fiir den Gehalt des Blutes an un- 
verbrennbarer Substanz. Hierzu verwendeten wir jeweils 5 ccm 
Blut von zehn verschiedenen Gesunden. Zur Veraschung be- 
nutzten wir einen Platintiegel von 20 ccm Inhalt und verfuhren 
wie bei groBen Blutmengen. Bei dem zuletzt erfolgenden Zusatz 


' yon Salpetersiiure wurden noch 0,5 ccm konzentrierter Schwetel- 


siure zugesetzt, der UberschuB nach dem Eindampfen im Luft- 
bade verjagt, schlieBlich der Tiegel gegliiht und mit der Sulfat- 
asche gewogen. Aus diesen Untersuchungen ergaben sich folgende 
Werte fiir die Sulfatasche von jeweils 5 ccm Blut (in Gramm): 
00414, 0,0471, 0,0447, 0,0487, 0,0466, 0,0397, 0,0458, woraus 


| sich ein Mittelwert von 0,0448 g Sulfatasche fiir 5 ccm Blut ergab. 
| Yon den gleichen Versuchspersonen standen uns noch gréfere 


Mengen Blut zur Verfiigung, an denen wir die Kieselsiure in 
der oben geschilderten Weise bestimmten. Nach dem Aufschlub 
mit Atznatron wurde nach der iiblichen Kieselsiurebestimmung 
die Schmelze in heiBem Wasser gelést, in der Platinschale mit 
Salzsiure bis zur vélligen Trockne eingedampft, der Riickstand 
bei etwa 120° bis zum Verschwinden des Salzsiuregeruchs er- 
hitzt, nach dem Erkalten mit Salzsiure angefeuchtet, nach etwa 
) Minuten mit heiBem Wasser versetzt, die Kieselsiure abfiltriert 
und mehrmals abwechselnd mit heiBer 15°/,iger Salzsiure und 
heiBem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat wurde wieder ein- 
gedampft, das Verfahren wiederholt und die gesammelten Filter 
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im Platintiegel verascht und zur Konstanz gegliiht. Hierauf 
Abrauchen mit FluSsiure und 1 Tropfen Schwefelsiure und 
abermaliges Gliihen. 

Die so erhaltenen Zahlen fiir den Kieselsiuregehalt des 
Blutes setzten wir zu den erhaltenen Werten fir die Sulfatasche 
in Beziehung und errechneten den Prozentgehalt der Kieselsiiure 
in der Sulfatasche. Die Werte zeigt folgende Tabelle: 























, . Sulfatasche | °/,-Gehalt der 
— g SiO, in 5 com in 5 ccm fone an Sid), 
228 0,0032 0,000 07 0,0449 0,1566 
170 0,0029 0,000 085 0,1904 
180 0,0019 0,000 053 0,1178 
120 0,0039 0,000 16 0,3627 
210 0,0025 0,000 06 0,1329 
160 0,0008 0,000 025 0,0558 
115 0,0017 0,000 073 0,1650 
160 0,0054 0,000 16 0,3767 
360 0,0074 0,000 10 0,2294 
260 0,0079 0,000 15 0,3391 





Hieraus ergibt sich, daB in 5 ccm Blut héchstens 0,16 mg 
SiO, oder 0,37°/, der Sulfatasche gefunden wurden, der niedrigste 
Wert war 0,025 mg SiO, oder 0,06°/, der Sulfatasche. Die Zahlen 
sind erheblich kleiner als die von Kraut angegebenen. Da sich 
bei vielfachen weiteren Bestimmungen immer wieder die viel ge- 
ringeren Werte als die nach den Krautschen Angaben zu er- 
wartenden ergaben, priiften wir seine Methodik nach. 


III. 


Gegen die Krautsche Methodik hatten wir grundsitzliche 
Bedenken. Bei ihr wird kein analytisch einwandfrei darstellbarer 
gleichbleibender Wert festgestellt. Wenn Kraut bei Doppel- 
bestimmungen gleiche Werte erhielt, beweist dies nur die Ge- 
nauigkeit, mit der die Versuchsbedingungen reproduziert wurden, 
nicht die absolute Richtigkeit seiner Ergebnisse. Bei der klassi- 
schen Kieselsiurebestimmung z. B. ist die durch Eisenoxyd ver- 
unreinigte, durch Filtrieren erhaltene Kieselsiure unbegrenzt 
glihbar, ihr Wert wird und bleibt dann konstant. Bei der vor- 
liegenden Mikromethode wird aber von dem Gewicht der Sulfat- 
asche nach 3 Minuten Glihen vor dem Brenner ausgegangen. 
Diese Masse ist beim Glihen im Platintiegel im fliissigen Zu- 
stande, die Menge verringert sich beim Fortsetzen des Gliihens 
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aut unaufhorlich. Die willkiirlich gewihlte Glihzeit von 3 Minuten 
ind wird je nach den Brennerverhiltnissen verschiedene Werte ergeben. 


Wir verwendeten eine Mikrowage von Kuhlmann, die mit allen 
VorsichtsmaBnahmen bedient wurde und mit Sicherheit gestattet, Mengen 


des yon "fj mg zu wigen. Grundsiitzlich wiren also die Vorbedingungen fiir 
che eine zuverlissige Bestimmung in den hier vorliegenden GréBenordnungen 
ure [ gegeben, was die Wage betrifft. Die Bedenken erheben sich aber gegen 
' das chemische Verfahren: Die Sulfatasche ist bei Brennertemperatur eine 
Schmelze, aus der die leichter fliichtigen Bestandteile verdampfen kénnen. 

i Um die Stichhaltigkeit der Bedenken zu priifen, gingen wir 


i0, | folgendermaBen vor: 

Es wurde ein Tiegel mit Deckel von 7,5 g Gewicht mit der Sulfat- 
asche von 5cem Blut tber lingere Zeit erhitzt und nach Abkiihlen unter 
stets gleichen Versuchsbedingungen mehrfach gewogen. Beim Erhitzen 
schlagen sich am Deckel stets sublimierte Salzmassen ab. Es ergaben sich 
folzende Werte: 


Tiegel + Deckel + Sulfatasche . . . . 17,5644 ¢ 
Nach */, Stunde Glithen mit Brenner . 7,5631 g 
~ BU SC tke ew os TTS 
» 2 ” 17,9623 g 
— oe 7,5620 g 


Nun wurde gepriift, ob die Genauigkeit der Analyse auch 


o 
Bi von der GréBe des Platintiegels abhingt. Wir probierten einen 
™ Tiegel aus, der mit Deckel etwa 12,5 g wog, eine Hohe von 3,3 cm 
wt und einen mittleren Durchmesser von 2,3 cm hatte. 
be Da bei gleichbleibender Brennertemperatur die Gesamtwirme- 
a ausstrahlung des gliihenden Tiegels mit der GréBe wichst, die 
Temperatur im Tiegel also abnimmt, so wire bei geeigneter GréBe 
eines Platintiegels die Méglichkeit gegeben, daf sich keine oder 
nur geringere Spuren der geschmolzenen Sulfatasche verfliichtigen. 
Aus je 100 cem desselben Blutes machten wir 2 Vergleichsbestim- 
he ' mungen nach der iiblichen, oben beschriebenen Methode und verglichen 
‘er das Resultat mit dem Wert, den wir durch Veraschung von 5 cem aus der 
o]- J Sulfatasche erhielten: 
eo. Bestimmung aus 100 ccm Blut: 
ri ees g SiO,, in 5 ccm also 0,00016 g SiQ,. 
rr ££ Mikrobestimmung aus 5 cem Blut: _ 
at Tiegel + Deckel + Sulfatasche SS 
r- 12,438 134 g 
‘ Nach 2 Stunden Glithen. . . . . 12,437 814 g 12,437 831 g 
. i» ar. 12,437 654 g 12,487 468 g 
® »% 0 ee ws 12487648 12,437 456 g 
al oe 12,487 644 g 12,437 453 g 


q 9 99 . . 
- oe Ergebnis: 0,000191 g statt 0,00016 g. 
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Durch Benutzung des gréferen Tiegels ist also die Genauig. 
keit der Analyse wesentlich gesteigert, das Ergebnis jedoch noch 
unbefriedigend. AuBerdem ist bei der Wahl der GréBe des Tiegels 
eine Grenze geboten, einmal, weil das zulissige Gewicht fiir das 


Wagen auf der Mikrowage nicht iiberschritten werden darf, dain § 


aber auch aus dem Grunde, dai eine geniigende Temperatur zum 


Konstantgliithen erforderlich ist; diese wiirde ja bei einem mf 


groBen Tiegel durch zu groBe Wirmeausstrahlung zu gering. Bei 


einer Asche, die beim Gliihen des Tiegels fliissig ist, hat sich f 


nimlich gezeigt, daB auch nach dem Abrauchen der Schwefel. 
siure immer noch Spuren hartnickig zuriickgehalten werden, 
Schon aus diesem Grunde ist immer eine langere Zeit erforder- 
lich, um einen Tiegel mit Inhalt auf einigermaBen konstantes 
(sewicht zu bringen. 


Zusammenfassung. 


1. Der normale Kieselsiuregehalt des Menschenblutes ist 
anscheinend geringer, als bisher angenommen wurde. 

2. Die Krautsche Methode zur Bestimmung der Blutkiesel- 
siure beruht auf einer Bestimmung der Sulfatasche, die metho- 
disch bedenklich ist. 
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Bestimmung von hohen Blutzuckerkonzentrationen 
mittels Ferricyanidmethoden. 
Von 
M. Wierzuchowski, F. Dzisiéw, J. Sysa und Z. Borkowski. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Johann Casimir-Universitat in Lwéw.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1938.) 


Bei unseren Versuchen mit auBergewéhnlichen hohen Hyper- 
glykiimien benutzten wir zur Blutzuckerbestimmung Ferricyanid- 
methoden, die nach dem gleichen Prinzip wie das bei unseren 
Kohlenhydratstudien wahrend der letzten 10 Jahre regelmifig 
benutzte Verfahren von Hagedorn-Jensen!) aufgebaut waren. 
Denn wir haben nur die Menge von Kaliumferricyanid, das zur 
Reduktion angeboten wurde, und die der anderen Reagentien ent- 
sprechend vergréBert. Dem Grade der experimentell erreichten 
Hyperglykémie muBte aber auch die Arbeitsweise angepaBt werden. 
Deshalb wurde sie in 2 Ausfiihrungen durchgearbeitet: A. Fiir die 
Blutzuckerkonzentrationen bis 1700 mg-°/, und B. fiir die Blutzucker- 
konzentrationen bis tiber 3000 mg-°/,. Sie wurden in zahlreichen 
Untersuchungen sowohl am ganzen Tier {Wierzuchowski%), 
Wierzuchowski und Borkowski')] wie auch vergleichsweise am 
2u- und abflieBenden Blute der einzelnen Organe [Wierzuchowski, 
Borkowski und Gostynska®)] ausprobiert. 


A. Die Ferricyanidmethode fiir Blutzuckerkonzentrationen 
bis 1700 mg-°/,. 
Die Enteiweibung des Blutes erfolgte nach der Zinkhydroxydmethode 


von Hagedorn und Jensen!) auf die in unserem Laboratorium iibliche 
Weise: 0,1 cem Blut, abgemessen in einer rekalibrierten Mikropipette, wurde 


| in eine Lésung von 1 cem n/10-NaOH und 5 cem 0,45°/, ZnSO, eingefiihrt, 


in der EnteiweiBungsfliissigkeit mehrmals nachgewaschen und im kochenden 
Wasserbad wihrend 4 Minuten erwiirmt. Dies geschah in Probeglisern yon 
25mm Weite und 150 mm Linge. Man filtrierte durch einen Wattebausch 
aus der besten Watte im Glastrichter von 4cm Durchmesser in breite 
Probiergliiser (32—34 X 150 mm). Der Wattebausch war immer von gleichem 
Gewicht, in den Trichterhals auf eine konstant gehaltene Tiefe mit einem 
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dicken, am Ende abgerundeten polierten Draht eingeschoben. Die Trichte; 
wurden so gewihlt, daB sie gleichen Innendurchmesser des Halses besafep, 
So war der filtrierende Querschnitt etwa gleich. Nach der Filtration wurdey 
3 ecm bidestillierten Wassers zuerst in die EnteiweiBungsgliser hineingelassey 
und dann auf den Trichter gegossen. Das Waschen des EnteiweiBungsglase; 
mit 83 cem Wasser wurde noch 2 mal wiederholt. Der Fehler des Filtrieren; 
durch Watte wird in der Blindprobe bestimmt, in welcher 15 cem bidesti). 
lierten Wassers durch den Wattetrichter hindurchgelassen werden. 


Reagentien. 


1. n/100-Kaliumferricyanidlésung. 3,300g Ferricyankalium (3 mal 
umkrystallisiert, Ferrisalze- und Ferrocyan-frei) und 10,6 g ausgegliihte: 
Natriumcarbonat ,,zur Analyse“ werden im LitermaBkolben gelést und bis 
1000 cem mit bidestilliertem Wasser gefiillt. 

2. Salzmischung. 250g Natriumchlorid ,,zur Analyse“ und 100¢ 
Zinksulfat (ZnSO,-7H,O) ,,zur Analyse“ werden gelést und in einem Liter. 
kolben mit bidestilliertem Wasser bis 1000 cem vollgegossen. Vor Gebrauch 
werden auf je 100 ccm 5 g Kaliumjodid hinzugesetzt. 

3. 6°%,ige Essigsiure. Aus Eisessig ,,Kahlbaum“ vorbereitet. 

4, n/100-Natriumthiosulfat aus n/10-Lésung immer frisch yor- 
bereitet und je frisch auf n/100-Kaliumbijodat oder Natriumjodat eingestellt, 
welche aus n/10-Lésungen frisch zubereitet wurden. 

5. 19, ige Stirkelésung (Stirke nach Zulkovsky) in gesittigter 


Natriumchloridlésung. 


Ausfiithrung der Zuckerbestimmung. 


Zum Blutfiltrat in breiten Probegliisern werden genau 5 ccm der § 
n/100-Kaliumferricyanidlésung aus der automatischen Pipette hinzugefiigt, § 
wobei der ZufluB dieser Fliissigkeit auf genaueste Weise standardisiert wird, 


da ein Fehler in der Ferricyanidabmessung am meisten bedeutet. Wenn 


reine Glykoselésungen beniitzt werden [,,Traubenzucker, reinst, wasserfrei, § 
fiir Infusionen“ (Merck), der iiber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet § 


ungefihr theoretische Polarisations- und Reduktionswerte nach Bertrand 
lieferte], so wird das Volumen der Zuckerprobe bis 14 cem gefiillt. In der 
Blindprobe fiigt man 5 cem n/100-Kaliumferricyanid zu 14 cem bidestillierten 
Wassers hinzu. Die Proben werden in einem Gestell wihrend 15 Minuten 
im stark kochenden Wasserbad erhitzt und dann gekihlt. Unmittelbar vor 
der Titrierung setzt man 5 ccm der Salzmischung mit Kaliumjodid hinzu, 
dann 5 cem der 6°/,igen Essigsiiure und 3 Tropfen Stirkelésung, und mat 
titriert mit n/100-Natriumthiosulfat aus 5 cem-Mikrobiirette, die in Hundertstel 
Kubikzentimeter geteilt ist. Zuerst lait man gré8ere, dann kleinere Mengen 
Thiosulfat hinein, und man endet mit Zugabe von 2—3 Tausendsteln von 
Kubikzentimetern, die man, auf den Fliissigkeitsspiegel in der Biirette 
schauend, zufiigt. Man mischt zuerst unter milder Rotationsbewegung, dau 
aber stiirker, um genau den Umschlagspunkt, der sehr deutlich ist, zu er 


halten. 
Wie aus Fig. 1 ersichtlich ist, ergaben reine Glucoselésunge! 
eine lineire Proportionalitaét zwischen der gebrauchten (abgewogenen 
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os 


Tabelle I. 


Reduktion des n/100-Kaliumferricyanids in Glucoseliésungen. 
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cem mg bs mg uP lo 
0,399 1,065 0,3749 0,399 99,8 — 0,2 
0,501 1,348 0,3714 0,505 100,7 + 0,7 
0,600 1,608 0,3731 0,602 100,3 + 0,3 
0,749 2,005 0,3737 0,750 100,2 + 0,2 
0,798 2,128 0,3751 0,796 99.8 ~ Os 
0,832 2,215 0,3758 0,829 99,6 — 0,4 
0,999 2,669 0,3748 0,999 99,9 ~ i 
1,198 3,180 0,3767 1,190 99,3 — 0,7 
1,249 3,342 0,3736 1,251 100,2 + 0,2 
1,321 3,531 0,3741 1,322 100,1 + 0,1 
1,500 | 4,028 0,3725 1,508 100,2 + 0,2 
Durchsehnitt 0,3742 | | 1000 | +0, 


Durchschnitt aus 2 Bestimmungsreihen, die yon zwei verschiedenen 
Mitarbeitern gemacht wurden. 
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Differenz zwischen der Reduktion des n/100-Kaliumferricyanids in reinen Glucoselésungen 
und in Blutfiltraten. 
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Glucosemenge und der Menge von reduziertem n/100-Kaliumfery’.f 


cyanid (Tab. I). Durchschnittlich entspricht 


1 ccm n/100 reduziertes Kaliumferricyanid = 0,3742 mg Glucose. 


Wenn man diesen Faktor anwendet, so bekommt man eine) 


Glucosewert, der durchschnittlich 100,0°/, der hinzugefiigten Meng 
ausmacht, mit einer + 0,3°/, Durchschnittsabweichung (Tab. J) 


Tabelle II. 


Reduktion des n/100-Kaliumferricyanids durch Glucose in den Hundeblut. f 


filtraten. EnteiweiBung nach Hagedorn und Jensen. 
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mg ccm |S mg "lo "lo 
0,054 0,154 0,3508 0,0539 99,9 —0,1 
0,0838 0,238 0,3515 0,0835 99,9 — 0,1 
0,512 1,459 0,3509 0,511 99,8 — 0,2 
0,598 1,703 0,3512 0,597 99,8 — 0,2 
0,857 2,457 0,3486 0,861 100,5 +0,5 
0,931 2,666 0,3491 0,934 100,3 + 0,3 
1,205 — 3,443 0,3499 1,206 100,1 +0,1 

Durchschnitt 0,3503 | | 100,0 | +0,2 


Wenn man Glucose zum Blute hinzusetzt und es nach& 


Hagedorn und Jensen enteiweibt, so findet man, daB 1 mg 
Glucose im Blutfiltrat eine gréBere Kaliumferricyanidmenge redt- 
ziert als 1 mg Glucose in reiner Liésung (Tab. Il). Es ist aber 
immer das Volumen der reduzierten n/100-Kaliumferricyani(- 
lésung zur angewandten Glucosemenge linear proportional (Fig. 1. 
Auf solche Weise entspricht in den Hagedorn und Jensen scheu 
Blutfiltraten (Tab. Il) 1 ccm des reduzierten n/100-Kaliumferr- 
cyanids = 0,3503 mg Glucose. Wenn dieser Faktor beniitzt wird, 
so bekommt man durchschnittlich eine 100,0°/,ige Glucoseaus- 
beute mit einer durchschnittlichen Abweichung von + 0,2°/,. 


Berechnung. 


Vom Titrationswert der Blindprobe wird der Titrationswert der uw 
bekannten Lisung subtrahiert. Der Rest ist das reduzierte n/100-Ferricyan- 
kalium in Kubikzentimeter. Es wird fiir reine Glucoselésungen mit dem 
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Faktor 0,3742, und fir Hagedorn- und Jensensche Blutfiltrate mit 0,3503, 
wultipliziert. So bekommt man die in der gegebenen Probe enthaltene 
Glucosemenge in Milligramm. Wenn 0,1 cem Blut genommen wurde, multi- 
pliziert man noch mit 1000, um den Blutzucker in mg-°/, zu erhalten. 


B. Die Ferricyanidmethode fiir Blutzuckerkonzentrationen 
bis tiber 3000 mg-°/.. 


Das Blut wurde nach einer der folgenden Methoden enteiweiBt: 

a) Nach der zweiten Makromethode von Somogyi’): Eine 
i cem-Pipette wurde durch Auswiegen der aus ihr ausgelassenen Blutmenge, 
dessen Dichte pyknometrisch bestimmt wurde, rekalibriert. 1 ecm Blut wird 
inScem der Zinksulfatlésung (12,5 g ZnSO,-7H,O in Wasser gelést, 125ecm 
0,25 n-H,SO, hinzuaddiert, bis 1000 cem aufgefiillt) lackfarbig gemacht. Es 
wird dann 1cem 0,75 n-NaOH hinzugegeben und gut geschiittelt. Nach 
mehreren Minuten wird durch ein trocknes Papierfilter in die breiten Probe- 
gliser (32—34 xX 150 mm) filtriert. Die Methode ergibt annihernd die Menge 
der reinen Glucose im Blute. Sie hat den Vorzug eines gréBeren Vorrats 
yon Untersuchungsmaterial, der bei Wiederholung der Bestimmung niitzlich 
ist. Ebenso kann auch die zweite Mikromethode von Somogyi’*) angewandt 
werden, die der zweiten Makromethode ihnlich ist. 

b) Nach Hagedorn und Jensen, wie oben beschrieben; diese Methode 
gibt den Blutzucker zusammen mit der Restreduktion an. Hier braucht man 
zwar eine kleinere Blutmenge als bei der Somogyischen Makromethode, 
aber bei der Ausfiithrung der Doppelanalysen ist die Abmessungsarbeit 
griber und ist auch mehr Glasmaterial notwendig. 


Reagentien. 


1.n/50-Kaliumferricyanidlésung. 6,600 g rekrystallisierten 
Handelsproduktes (vgl. oben) werden in bidestilliertem Wasser gelést, dann 
10,6 g ausgegliihten Natriumearbonats ,,zur Analyse“ hinzugesetzt und gelist 
und bis 1000 eem im rekalibrierten Literme8kolben aufgefiillt. 

2. Salzmischung. 250g Natriumehlorid ,,zur Analyse“ und 100 g 
Zinksulfat ,zur Analyse“ werden in bidestilliertem Wasser gelést und bis 
1000 cem gefiillt. Unmittelbar vor dem Gebrauch fiigt man auf je 100 ccm 
7,5 g Kaliumjodid hinzu. 

3. 3°/,ige Essigsaiure, erhalten durch Verdiinnung von Eisessig 
»Kahlbaum“, Ohne deutliche Beeinflussung der Resultate kann die Essig- 
siurekonzentration bis auf 12°/, gesteigert werden (gepriift an reinen Glucose- 
lésungen). 

4, n/50-Natriumthiosulfat wird adhnlich wie n/100-Lésung vor- 
vereitet und titriert (vgl. oben). 

5. 1%, ige Stirkelésung (vgl. oben). 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Bei der EnteiweiBung nach Somogyi nimmt man 1 cem Filtrat und 
ligt bis 10 cem bidestilliertes Wasser aus einer Biirette hinzu. Bei der Ent- 


 eiweiBung nach Hagedorn und Jensen bekommt man etwa 14 cem Filtrat. 


Wenn man reine Zuckerlésungen (ohne EnteiweiSung) beniitzt, so fiillt man 


| de angewandte Lisung bis 14 cem mit bidestilliertem Wasser auf. Dann 


ag 
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setzt man aus einer automatischen Pipette 5 cem der n/50-Kaliumferricyanid. 
lésung hinzu und stellt gleichzeitig mit der Blindprobe in ein stark kochep. 
des Wasserbad ein (Gestell). Nach Abkiihlung werden 5 cem Salzmischung. 
dann 5cem Essigsiurelésung und 4 Tropfen Stirkelésung hinzugegeben, 
Man titriert mit n/50-Thiosulfat auf die oben beschriebene Weise. Die ay 
Ende hinzugesetzten Thiosulfatspuren werden nahe tiber dem Filiissigkeits- 
spiegel an die Glaswand ausgelassen, dann wird durch Schiitteln die Fliissiv- 


keit gut durchgemischt. Bei gréBerer Zugabe von Essigsiiure kann may | 


den Niederschlag von Zinkferrocyanidverbindung lésen, er stért aber bej 


der Titration nicht. Der Umschlag ist sehr genau und sehr scharf, be- J 


sonders wenn man durch den Boden des Glases auf eine weibe Porzellan- 
platte hindurchschaut. Zwecks Titerbestimmung der Natriumthiosulfatlésung 
nimmt man 5cem der n/50-Kaliumbijodat- oder Natriumjodatlésung von 
genau bekanntem Titer, setzt 15 ccm bidestillierten Wassers, 5 cem Salz. 
mischung und 5 cem Essigsiiure hinzu und titriert mit n/50-Thiosulfat. 


Tabelle III. 


Reduktion des n/50-Kaliumferricyanids in reinen Glucoselésungen 
verschiedener Konzentration. 
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22 |} 2.3 | 332 |4283| £2 = 
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2 = 8 8 © | Re oa So Ng . 
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mg ccm i i. mg "/o "lo 
0,218 0,314 0,6944 0,218 99,8 —0,2 
0,500 0,726 0,6889 0,503 100,7 +0,7 
0,618 0,877 0,7047 0,608 98,4 omnis 
0,825 1,193 0,6916 0,827 100,2 +0,2 
0,915 1,294 0,7069 0,897 98,1 1,9 
1,111 1,608 0,6910 1,114 100,3 “-0,8 
1,212 1,719 0,7052 1,191 98,3 wt? 
1,521 2,219 0,6855 1,538 100,9 +0,9 
1,651 2,363 0,6987 1,639 99,2 —0,8 
1,801 2,619 0,6877 1,816 100,8 +0,8 
1,997 2,920 0,6841 2,024 101,4 +1,4 
2,118 3,065 0,6910 2,124 100,3 +0,3 
2,197 3,168 0,6934 2,197 100,0 0 
2,397 3,481 0,6887 2,413 100,7 +0,7 
2,702 3,921 0,6892 2,718 100,6 +0,6 
2,768 3,981 0,6952 2,760 99,7 0,8 
3,000 4,339 0,6913 3,008 100,2 +0,2 
3,038 4,400 0,6902 3,051 100,4 +0,4 
3,301 4,731 0,6976 3,280 99,4 — 0,6 
3,603 4,893 (0,7364)**) 
Durchschnitt 0,6934 | | 1000 | +0,7 


*) Durch zwei verschiedene Mitarbeiter gewonnen. 
**) Vom Durchschnitt ausgeschlossen. 
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Reine Glucoselésungen. 


Auf Grund von Bestimmungen der Glucosemengen von 0 
pis 3,603 mg (Tab. ITI) hat sich herausgestellt, daB etwa bis 3,3 mg 
das Volumen des reduzierten n/50-Kaliumferricyanids zur ab- 
gewogenen Glucosemenge genau proportional ist. Dagegen wurde 
diese Proportionalitaét fiir die Menge von 3,6 mg an nicht mehr 
gefunden. Man sieht aus der Fig. 2, daB die Kurve in reinen 
Glucoselésungen nur bis zur Menge von 3,3 mg linear ist und 
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Kurven der Reduktion des n/50-Kaliumferricvanids in reinen Glucoselésungen 
und in Blutfiltraten. 


dann abzuweichen beginnt, da jetzt jedem Kubikzentimeter des 
n/50-Kaliumferricyanids eine bedeutend gréBere Glucosemenge, 
als vorher bei kleineren Mengen der Glucose in einer Probe, ent- 
spricht. Nach Tab. III gilt fiir die Glucosemengen von 0—3,3 mg 
Glucose der Reduktionsfaktor 
1 cem reduzierten n/50-Kaliumferricyanids = 0,6934 mg Glucose. 

Bei Anwendung dieses Faktors kann die angewandte Glucose zu 
100,0°/, zuriickgewonnen werden, mit einer durchschnittlichen 
Abweichung von + 0,72°/,. Die Bestimmung kann jedoch nur dann 
als sicher angesehen werden, wenn die zur Titration verwandte 
1 00-Natriumthiosulfatmenge nicht kleiner ist als 0,2 ccm. 
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Zuriickgewinn von Glucose aus den Blutfiltraten. 


Kine und dieselbe Glucoselésung wurde in entsprechenda 
Mengen mit rekalibrierten Gefifen einmal zu abgemessenem Blut. 
volumen, zum anderen Mal zu entsprechendem Wasservolume, 
getan und der Zuwachs der Reduktion im Blute mit der Reduk. 








tion derselben Zuckermenge in reiner Lésung verglichen. Ahnlict 
wie bei Methode A wurde festgestellt, daB die Methode in Blut. 
filtraten nach Hagedorn und Jensen etwas empfindlicher wa: 


als in reinen Lésungen, was sich dadurch kennzeichnete, daB dif 


Glucosemenge, die 1 ccm des n/50-Kaliumferricyanid entspraci, 
kleiner war, namlich 1 ccm des reduzierten n/50-Kaliumferri. 


cyanids = 0,6688 mg Glucose (Tab. IV). Nach Anwendung diesef 


durchschnittlichen Faktors betrug die Ausbeute an Glucose an 
Blut, das nach Hagedorn und Jensen enteiweiBt wurde, 100,0° 
mit durchschnittlicher Abweichung von + 0,4°/,, woraus_ sici 
ergibt, daB die Reduktion linear proportional ist (Fig. 2). 


Tabelle IV. 


Reduktion des n/50-Ferricyanids durch Glucose, die zum Hundeblut 
hinzugesetzt wurde. Enteiweibung nach Hagedorn und Jensen. 
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35 2 SS pw 5 mi 98S n wd 
Soe | Sago Bold | BED 8 8 g 
= oF | Mie aes |o & e”™ < 
mg ecm ae 18 mg %, °, 
0,665 0,994 0,6693 0,665 100,0 0 
1,215 1,827 0,6650 1,222 100,6 4+-0,6 
1,576 2.348 0,6711 1,571 99,7 —0,3 
1,817 2.730 0,6657 1,820 100,5 +0,5 
2,425 3,603 0,6730 2.410 99,4 ~0,6 
Durchschnitt 0,6688 | | 1000 | +0,4 


Ganz ibnlich findet man aus Tab. V, daB nach EnteiweiBung § 


nach Somogyi 
1 cem des reduzierten n/50-Kaliumferricyanids = 0,6700 mg Glucose. 


Die Ergebnisse in der Tab. V wurden an drei verschiedenetf 


Tieren gewonnen, 2 Hunden und 1 Hiindin. Wenn man den 


Reduktionsfaktor 0,6700 anwendet, werden durchschnittlich 100,0°, 
der hinzugeftigten Glucose mit einer durchschnittlichen Abweichung § 


von + 0,62°/, 


wiedergewonnen. Die Fig. 2 zeigt, daB auch 
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den Blutfiltraten nach Somogyi eine lineare Abhingigkeit zwischen 
dem reduzierten n/50-Kaliumferricyanid und der -Glucosemenge 
pis zur Menge von 3,038 mg besteht. Shaffer und Williams?) 
haben bei Messungen mit Ferricyanidelektrode selbst 0,1 Mol 
Lisungen von Kaliumferricyanid benutzt und dieselben fiir die 
Glucosebestimmung auf Grund von empirisch konstruierten Kurven 
des beobachteten Potentials brauchbar gefunden. 


Tabelle V. 


Reduktion des n/50-Ferricyanids durch die zum Blute von 3 Hunden 
hinzugefiigte Glucose. EnteiweiBung nach Somogyi. 


























Reduziertes Kaliumferri- 8S |sles8 -« 12 2 
So ; “2iAlessi » o 5 a 
ws | ee la sla ls32l Bo [se8 
a ‘ | | - hha Sg —'- Ee” = 
=~ | BF") BF. BF. | Durch-} & “ae = I] N& fa 2 
= [ | WW |schnitt] 3 2 8 ‘sitten 
° . 
mg cem | cem | cem | cem | ® mg o/, 1, 
0,304 | 0,447 | 0,463 | 0,457 0,456 | 0,6655 | 0,306 | 1005 | +0,5 
0,618 | 0,932 | 0,929 | 0,927 0,929 | 0,6651 | 0,622 | 100,5 | +0,7 
0,915 | 1,845 | 1,846 | 1,852 | 1,848 | 0,6790 | 0,903 | 98,7 | —1,3 
1,212 | 1,790 | 1,768 | 1,803 | 1,787 | 0,6785 | 1,198 | 98,8 | —1,2 
1,521 | 22972 | 2261 | 2959 2,964 | o6718 | 1,517 | 99,7 | —0,3 
1,813 | 2,701 | 2,686 | 2,697 | 2,695 | 0,6726 | 1,806 99,6 —0,4 
2,118 3,164 | 3,168 | 3,175 | 3,169 0,6677 2,123 100,2 +0,2 
2465 | 8,704 | 3,689 | — | 3,697 | 0,6667 | 2,477 | 100,5 | +0,5 
2.768 | 4,127 | 4,138 | 4,137 | 4,134 | 0,6696 | 2,770 | 100,1 | +0,1 
3.038 | 4,582 | 4,569 | 4,590 | 4,580 | 0,6633 | 3,069 | 101,0 | +1,0 
Durehschnitt 0,6700 | | 100,0 | +0,6 


*) BF. = Blutfiltrat. 


Wenn wir die Differenzen in dem Reduktionstaktor fiir n/100 
und n/50-Kaliumferricyanidlésungen im Blute und in reinen Glucose- 
lsungen zusammen vergleichen, kommen wir zu gewissen Schliissen 
‘Tab. VI): 

1. Die Differenz hingt nicht von der Glucosemenge ab, die 
in die Reaktion eintritt, da bei der doppelten Glucosemenge in 
der Kolonne (5) im Vergleich mit (2) dieselbe Differenz vorkommt 
‘Kolonne (4) und (7)}. 

2. Die Differenz hingt auch nicht von der absoluten Menge 
von Kaliumferricyanid ab, da 1 ccm der n/100-Lésung ungefahr 
dieselbe Differenz wie 1 ccm der n/50-Lésung gibt [vgl. Kolonne (1) 
mit (4) und (7)]. Das Priparat des Kaliumferricyanids kommt 
hier also nicht in Betracht als der Urheber der Differenz. 
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Tabelle VI. 


Erklirungsversuch fiir die Differenz zwischen den Reduktionsfaktoren 
im Blute, das nach Hagedorn und Jensen enteiweiBt wurde. 


und in reinen Glucoselésungen. 








| Fir n/100-K,Fe(CN), entspricht 











osemenge 


| Differenz 


mg 


0,0239 
0,0478 
0,0717 
0,0956 
0.1195 


Redu- das reduzierte Ferricyanidvolu- 
ziertes men folgender Glue 
Kalium- |—=;- 
ree Reine | Glucose 
A Glucose- | in Blut- 
cyanid lésungen | filtraten 
(1) (2) (3) 
ecm mg mg 
0,3742 0,3503 
9 0,7484 0,7006 
3 1,1226 1,0509 
4 1,4968 1,4012 
5 1,8710 1,7515 











Fir n/50-K,Fe(CN), entsprich 
das reduzierte Ferricyanidyolu. 
_ men folgender Glucosemenge 





(7) 
mg 


0,0246 
0,0492 
0,0735 
0,0984 


Reine = Glucose | 
Glucose- | in Blut- ! DifFeren: 
lésungen | filtraten m" 

(5) (6) 
mg | m 

0,6934 0,6688 

1,3868  1,3376 
2,0802 2.0064 

2.7736 | 2.6752 
3.4670 3,3440 


Labelle VIL. 
Einflu8 des Zusatzes von wechselnden Natriumcarbonatmengen zum Ferr'. 
eyanidreagens auf die Differenz zwischen dem Reduktionsfaktor fiir reine 
Glucose und fiir Glucose, die zum Blute zugemischt wurde. Enteiweibune 
nach Somogyi. 


0,1250 





























° Qo & gz 
— Os 
n A 5 -~ o4 © 
, = o ay, o ZA rl re 
Zusammensetzung 5 > € 60 FEMS 
; = n o i) cS. 
Levy ; Glucose | Material é i Sim | oe 
n/50-Kaliumferri- oS SOM Toms 
soaniae OS 3a | an oo” 
evanidlésung = o gif [ox 
8 "\8 [Azz 
—_ 
mg ecm " 
5,3 ¢ Na,CO, + m Reine L. 4,565 0,6742 , 
> ns 3,078 / 2,6 
Ferricyanid*) ; Blut 4,686 0,6568 , 
g Na,CO, + 3 078 Reine L. 4,459 0,6901 ne 
6,6 ¢ Ferrieyanid*) | “? °~ Blut 4,640 0,6633 we 
Na,CO, + 3 078 Reine L. 4,432 0,6945 9 5 
Ferricyanid*) i dill Blut 4,594 0,6700 i 
Na,CQ, + 3.078 Reine L. 4,405 0,6987 3 6 
6,6 g Ferricyanid*) _ Blut 4,569 0,6737 bi 
Na,CO, + 3.978 Reine L. 4,407 0,6977 3.0 
g Ferricyanid*) so sala Blut 4,561 0,6758 "7 


*) Auf 1000 cem mit bidestilliertem Wasser aufgefiillt. 


3. Die einzige RegelmiSigkeit wird durch das Volumen des 
reduzierten Kaliumferricyanids unabhiingig von seiner Konzen- 
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tration gegeben. AuBerdem haben wir aufer auf Ferricyanid auch 
auf die andere Komponente des Ferricyanidreagenses geachtet, 
nimlich auf die Konzentration an Natriumcarbonat. Abgesehen 
von irgendwelcher spezifischer Wirkung konnte mit einer Ande- 
rung der Konzentration an Natriumcarbonat auch die Alkalinitit 
des Reagens’ geaindert werden. Wir steigerten sie durch Zugabe 
von steigenden Mengen von Natriumcarbonat (Tab. VII). Mit zu- 
nehmender. Alkalinitat der n/50-Kaliumferricyanidlésung ver- 
oyiBerte sich der Reduktionsfaktor sowohl fiir reine Glucoselésungen 
als auch fiir Glucose in Blutfiltraten, d. h. die Methode verminderte 
ihre Empfindlichkeit. Nichtdestoweniger bestand die Differenz in 
dem Reduktionsfaktor zwischen reinen Glucoseliésungen und den 
Blutfiltraten weiter und betrug bei verschiedenen Konzentrationen 
von Natriumearbonat ungefihr den gleichen Wert zwischen 2,6 
ud 3,9°/,. Durch Verinderung des Natriumcarbonatgehaltes 
konnte also die Differenz zwischen den Koeffizienten nicht auf- 
eehoben werden. Weitere Versuche sind im Gang. 


Tabelle VILL 
Genanigkeit der Titrationen des n/50-Kaliumferricyanids mit Thiosulfat 
in 8fachen Blutzuckerbestimmungen nach Somogyi-EnteiweiBung. 
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mg mg-°/, eem ecm mg 2 

3,30 3300 O0—1 +0,006 + 0,0040 +0,12 

2.68 2680 i—2 + 0,007 + 0,0047 +0,18 

2,01 2010 2—8 +- 0,006 +- 0,0040 +.0,20 

1.34 1340 S—4 + 0,006 + 0,0040 0,80 

O67 670 4—9d +0,004 +0.0027 + 0,40 

Die Exaktheit einer Glucosebestimmung. 
Wenn eine Zuckerbestimmung mittels der beschriebenen 


Methode B. 3mal ausgefiihrt wird, so ist die absolute durch- 
schnittliche Titrationsabweichung fiir verschiedene angewandte 
Zuckermengen iihnlich (Tab. VIID). Sie betriigt + 0,004 — 0,007 ccm, 
was einer Glucosemenge von + 0,0027 — 0,0047 mg in einer Be- 
stimmung entspricht. Diese Titrationsabweichung entspricht prozeu- 
tuell bei gréBeren in Betracht kommenden Zuckermengen einer 
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geringeren Abweichung (0,12°/,, Tab. VIII), und bei kleinerey f 
Glucosemengen einer gréferen Abweichung (+0,40°/,). Dies ist f 
wichtig bei der Bestimmung der arterio-venésen Differenz in der f 
Blutzuckerkonzentration in einzelnen Organen. Die Abschitzung f 


der arterio-venésen Differenz in der Blutzuckerkonzentration be; 
auBerordentlich hohen Hyperglykimien, die wir experimentell 


hervorriefen [bis 4000 mg-°/,, Wierzuchowski‘)], konnte deshalh § 


fraglich erscheinen, weil sich die Differenz, die sehr klein im 
Vergleich mit der grofen Glucosekonzentration war, vermutungs- 
weise innerhalb der Fehlergrenzen befinden kénnte. Die Tab. VII 
zeigt, daB der durchschnittliche Fehler, der auf diese Weise vor- 
kommen kénnte, meistens einige Male kleiner ist als die unter 
solchen Umstanden in den Organen absorbierte Glucosemenge 
[Wierzuchowski, Borkowski und Gostynska®]. Als wahr- 
scheinlichen maximalen Fehler der arterio-venésen Blutzucker- 
differenz kénnte man deshalb einen doppelten durchschnittlichen 
Fehler erwarten. Es ist aber unwahrscheinlich, daB die Blut- 
zuckerbestimmung in paarigen GefiBen von einem und demselben 
Forscher, an demselben Tage und in derselben Bestimmungsreihe 
ausgefiihrt, etwa den maximalen Fehler aufweisen kénnte. Wenn 
wir aus den RegelmaBigkeiten schlieBen diirfen, die wir dabei 
gefunden haben (Wierzuchowski, Borkowski und Gostyhska) 
nihern sich vielleicht die Resultate, die unter so giinstigen Um- 
stinden an zwei verwandten Bluten ausgefiihrt werden, dem 
minimalen Fehler an. 
Berechnung. 


Von der in der Blindprobe verbrauchten Thiosulfatmenge wird die 
zur Titration der unbekannten Glucoselisung benutzte Thiosulfatmenge 
abgezogen. Der Thiosulfatrest entspricht der reduzierten n/50-Kaliumferri- 
cyanidmenge in Kubikzentimetern. Die letztere multipliziert man mit einem 
entsprechenden Reduktionsfaktor: 


Fiir reine Glucoselésungen ..........4.. 0,6934 
,» Blutfiltrate nach Somogyi ......... . 0,6700 
m " » Hagedorn und Jensen ... 0,6688 


und erhilt auf diese Weise die in der gegebenen Probe enthaltene Glucose- 
menge in Milligramm. Wenn 0,1 ccm Blut zur Bestimmung gebraucht 
wurde, so multipliziert man mit 1000, um die Blutzuckerkonzentration in 
Milligrammprozent zu bekommen. Eigentlich eriibrigt es sich zu erwihnen, 
da8 die absolute Genauigkeit der Ergebnisse davon abhingt, ob man die 
Titrationslésung sorgfiltig einstellt und alle MeBgeriite mit peinlicher Ge- 
nauigkeit rekalibriert. 


Zusammenfassung. 
Es werden zwei Abiinderungen der Ferricyanidmethoden fiir 
Glucose- und Blutzuckerbestimmung angegeben, die sowohl bel 
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niedrigen als bei sehr hohen Zuckerkonzentrationen angewandt 
werden kénnen. 

Die Methode A. verwendet eine n/100-Kaliumferricyanid- 
ljsung und dient zur Bestimmung von Blutzuckerkonzentrationen 
bis zu 1700 mg-°/, (bis zu 1,8 mg reiner Glucose in einer Be- 
stimmung). Als KnteiweiBungsmethode diente die Hagedorn und 
Jensensche Zinkmethode. Durch die ganze Skala der Glucose- 
konzentrationen erfolgte die Bestimmung in reinen Lisungen mit 
der durchschnittlichen Abweichung von + 0,3 °/, und in den Blut- 
filtraten von + 0,2 °/). 

Die Methode B. bedient sich einer n/50-Kaliumferricyanid- 
lésung fir die Blutzuckerkonzentrationen von Null bis iiber 
3000 mg-°/, (bis zu 3,3 mg reiner Glucose in einer Bestimmung). 
Die durchschnittliche Abweichung fiir reine Glucoselésungen be- 
trug +0,7°/,, fir Blutfiltrate nach Somogyi +0,6°/, und fiir 
solche nach Hagedorn und Jensen +0,4°/). 

Die reduzierte Ferricyanidmenge war in beiden Methoden 
streng proportional zur gebrauchten Glucosemenge und erlaubte 
deshalb einen konstanten Koeffizienten zur Berechnung zu _ be- 
nutzen. Die Grenze der Proportionalitit der Reduktion wurde 
bei der Menge von 3,3 mg erreicht, bei welcher sich eine deut- 
liche Abweichung des Reduktionsfaktors zeigte. 

Als konstant erwies sich die Tatsache, daB die auf 1 ccm 
reduzierten Kaliumferricyanids entfallende Glucosemenge immer 
fiir Blutfiltrate kleiner war als fiir die reinen Glucoselésungen. 
Kine Anderung der Alkalinitit der Ferricyanidlésung durch Zu- 
gabe von wechselnden Natriumcarbonatmengen blieb auf diese 
Differenz ohne HinfluB. Beide Methoden wurden fiir die Unter- 
suchung der arterio-veniésen Blutzuckerdifferenz bei aubergewohn- 
lich hohen Hyperglykiimien als geeignet gefunden. 
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54, Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veteriniir-physiologischen Instituts 
der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1938.) 


Neue Versuche mit der ,,//-Saure‘ C,,H,,N,0,, 
und dem Aufspaltungsprodukt der ,,a@-Saure“. 


Fiir die aus Cholsiure durch eine Reihe von Operationen 
herstellbare ,,¢-Siure“ C,,H,,N,O,, ist die gut gestiitzte Struktur- 
formel I aufgestellt worden. Durch Erhitzen mit 90°/, iger Schwefel- 
siure wird die Saure I in die ,,f-Siiure“ umgelagert, eine Um- 
lagerung, die allem Anschein nach ibr Analogon besitzt in der 
Umwandlung des «-Nitrocamphers in das Camphonitrophenol, das 
urspriinglich als ein Nitroenol aufgefaft worden war, von Lowry 
aber als das Oxim des Camphersiiureanhydrids (Camphoryloxim) er- 
kannt wurde’). Demgema8 kann man fiir die #-Siure das Symbol I] 
annehmen, in dem u. U. statt der Gruppe —CO—N(OH)—CO— 
die Gruppierung —C(: NOH)—O—CO— gesetzt werden miiBte. 
Wahrend aber fiir das Camphoryloxim die oximartige Struktur 
streng bewiesen ist, ist dies fiir die 8-Siiure noch nicht der Fall. 
Ks besteht fiir die #-Siure immer noch die Méglichkeit, daB es 
sich um eine Nitroenolverbindung handelt, wenn auch eine solche 
Struktur sehr wenig wahrscheinlich ist: gegen diese Struktur 
spricht vor allem der Umstand, dab es bisher nicht gelungen ist. 
die #-Siure in die «-Saure zuriickzuverwandeln. Auch das in der 
letzten Mitteilung’) erwaihnte negative Ergebnis des Oximierungs- 
versuches steht nicht im Einklang mit der Annahme einer Enol- 
formel fiir die f#-Siiure, da Enole sich doch im allgemeinen 


’) Auch substituierte Camphoryloxime sind durch Umlagerung erhalten 
worden, so z- und §-Bromeamphoryloxim: Lapworth u. Kipping, J. chem. 
Soc. Lond. 69, 317 (1896); Lowry, ebenda 83, 967, 966 (1903). 

*) Diese Z. 251, 34 (1988). 
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oximieren lassen. Durch Aufspaltung des Lactamringes der «-Siiure 
erhilt man eine Verbindung, die, friiher beschrieben, im folgenden 
mit ,Aminosdure A“ bezeichnet werden soll und durch die Struktur- 
formel III zum Ausdruck kommt. Es ist jetzt versucht worden, 
eine der #-Siure entsprechende ,,Aminosiiure B“ (Formel IV) her- 
gustellen. Zu der Verbindung [V konnte man gelangen, wenn man 
die ¢-Siiure mit Salzsiure kochte. Hierbei vollziehen sich 3 Reak- 
tionen: Aufspaltung des Lactamringes, Umlagerung des Ringes B 
und weiterhin diejenige Verinderung, die zu einem Reaktions- 
at _ produkt fiihrt, das bereits bei gewohnlicher Temperatur Fehling- 
sche Lésung und ammoniakalische Silberlésung reduziert, und 
die auf eine Abspaltung von Hydroxylamin bezogen worden ist. 
Ks erschien von vornherein nicht leicht, hier die richtigen Be- 
dingungen zu treffen. Einfacher war es, zur Herstellung der 
Aminosiure B von der f-Siure oder von der Aminosiure A aus- 
zugehen und im ersteren Fall den Lactamring aufzuspalten, im 


nen FF jetzteren Ring B umzulagern. Beide Wege sind beschritten worden: 

“i _ man erhielt in beiden Fillen Priparate, die zwar nicht ganz rein 

es. ' waren und sich auch nicht in die krystallisierte Form bringen 
md | lieben, die aber nach der Stickstoffbestimmung im wesentlichen 
er 


aus der Verbindung IV bestehen muften. Beide Praparate gaben 


das | mit Kisenchlorid die intensiv braunrote Farbreaktion der f-Siaure, 
"TY fF cine Reaktion, die auf die umgelagerte Stickstoffgruppe des Ringes B 
= dieser Séure zu beziehen ist, und zeigten auch, wenn auch in 
yet | schwicherem MaBe, das charakteristische Verhalten der #-Saure 
= _ gegen alkalische Permanganatlésung, von dem gleich die Rede 
Bte. sein wird und das auch mit der genannten umgelagerten Stick- 
om stofigruppe in Zusammenhang steht. 
all. In einer friiheren Mitteilung?) i ist gezeigt worden, dab die 
“S & «-Siure durch alkalische Permanganatlisung in eine vierbasische 
che Siure C,,H,.NO,, ibergefiihrt wird, und da die letztgenannte 
~ Siiure eine der Ciliansiure analoge Struktur (Formel V) besitzen 
‘Sf diirfte. Die Bildung von V aus I hat man sich so vorzustellen, 


da8 die Isonitrogruppe aboxydiert wird und sich zunichst im Ring B 
die Gruppierung eines a-Diketons herstellt, das dann eine ,,Benzil- 
- siureumlagerung“ erfaihrt [vgl. die Bildung der Ciliansiure nach 
e" & =W.Borsche und R. Frank?)]. Auch aus der Ketolactamtricarbon- 
| siure C,,H,.NO, (Strukturformel wie I, nur an Stelle der Gruppe 


) Diese Z. 246, 258 (1937). 
*) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 
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=-NO,H 2 Wasserstoffatome) lieB sich unter den gleichen Be. 
dingungen wie aus der «-Siiure die vierbasische Siiure V gewinnen, 
Es ist seinerzeit nicht besonders hervorgehoben worden, wurde 
aber jetzt noch einmal einwandfrei festgestellt, daB die Oxydation 
der ¢-Siure zur Siure V ohne jede Gasentwicklung sich vollzieht, 
Auch die f#-Siiure ist nunmehr mit alkalischer Permanganat- 
lésung oxydiert worden. Dabei hat sich bis jetzt ein definiertes 
bzw. einheitliches Reaktionsprodukt nicht isolieren lassen. Wenn 
die Versuche trotzdem schon jetzt mitgeteilt werden, so geschieht 
dies aus dem Grunde, weil die #-Siure ein sehr merkwiirdiges 
Verhalten gegen Permanganatlésung zeigt, weil aber zur 
endgiiltigen Kléirung der anscheinend ziemlich verwickelten Ver- 
hiltnisse der Einsatz einer gréBeren Materialmenge, die mir zur 
Zeit nicht zur Verfiigung steht und deren Herstellung sehr zeit. 
raubend ist, erforderlich erscheint. Die f-Siéiure entwickelt nim- 
lich mit alkalischer Permanganatlésung in erheblicher Menge ein 
farbloses Gas, dessen Untersuchung ergab, daB es giinzlich oder 
doch im wesentlichen aus freiem Stickstoff bestehen mubte, 
Die Menge des Gases betrigt '/, oder wenig mehr des in der 
8-Siure enthaltenen Gesamtstickstoffs und es spielen sich offenbar 
neben der Gasentwicklung noch andere Veranderungen an den 
stickstoffhaltigen Gruppen des Molekiils oder vielmehr an der 
stickstoffhaltigen Gruppe des Ringes B ab, denn diese Gruppe ist 
es, die den AnstoB zur Stickstoffbildung gibt. Wenn man eine 
Erklirung fiir die Stickstoffentbindung bei der Oxydation der 
6-Saure geben will, so laéBt sich vielleicht ein Anhaltspunkt ge- 
winnen, wenn man sich an eine Substanz erinnert, die ich friiher 
beschrieben habe), und die ebenfalls, wenn auch unter etwas 
anderen Bedingungen, niimlich mit iiberschiissiger Natronlauge 
allein, freien Stickstoff entwickelt (90—94°/, des gesamten in ihr 
enthaltenen Stickstoffs; wie sich spiiter herausstellte, bei lingerer 
Versuchsdauer fast 100°/,). Es handelt sich um einen Kérper von 
der Zusammensetzung C,,H,,N,O, (oder C,,H,,N,O,), der durch 
Salpetersiureoxydation aus der Oximinoaminosiaure VI hervorgelt. 
Bei dieser Einwirkung der Salpetersiiure tritt voriibergehend 
eine starke Griinfirbung auf, die zweifellos auf die Bildung 
einer Nitrosoverbindung zu beziehen ist (Ubergang der Gruppe 
—CH,—C(: NOH)—CH< in Ring B in —CH, —C(NO)=C<). Spiter 


verschwindet die Griinfarbung wieder und es JiBt sich schlieBlich 


1) Diese Z. 220, 61 (1933). 
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der oben genannte farblose Stoff isolieren. Die Entstehung dieses 
Stoffes ist so erklart worden, daB — neben einer anderen Ver- 


' anderung — die Aminogruppe an die Nitrosogruppe sich addiert 


und so die Kombination —-C—NH—N(OH)—C— ssich bildet. 

Unter dem Einflu8 von Natronlauge wiirde dann eine Abspaltung 

yon Wasser zwischen den beiden Stickstoffatomen und Loslisung 

dieser von den beiden Kohlenstoffatomen erfolgen, etwa nach 

dem Schema: 

-C—NH—N(OH)—C-— -> —-C—N==N—C-— -> —C—N=N—0OH+H—C-—; 
_C-—-N=N--0H -> —C—OH + N,. 


In ihnlicher Weise kénnte man sich vorstellen, daB bei der 
Oxydation der #-Siéiure die stickstoffhaltige Gruppe des Ringes B 
mit dem Lactamstickstoff Bezichungen aufnimmt und dann weitere 
Veriinderungen erfolgen. Der in Reaktion tretende Lactamstick- 
stoff kénnte einem zweiten Molekiil oder, was auch méglich ist, 
demselben Molekiil angehéren, denn nach oxydativer Aufsprengung 


des Ringes B, etwa in der Weise, daB aus dem Kohlenstoffatom 7 
' eine Carboxylgruppe wird, geht von C%) eine verzweigte Seiten- 
'kette aus, die um die Achse C%)—C?") drehbar ist, wodurch die 

Stickstoffgruppe des urspriinglichen Ringes B in die Nihe des 


Lactamstickstoffs desselben Molekiils gelangen kann. 

Auch die Aminosiure B entwickelt, wie bereits oben an- 
gedeutet, mit alkalischer Permanganatlésung ein farbloses Gas, 
wenn auch in geringerem Umfang als die #-Siiure. Das aus der 


Aminosiure B entbundene Gas ist zwar noch nicht untersucht 


worden, kann aber mit gréBter Wahrscheinlichkeit auch als Stick- 


_ stoff angesprochen werden. Dagegen verhilt sich die Aminosiiure A 
| gegeniiber alkalischer Permanganatlésung hinsichtlich Gasentwick- 
‘lung ebenso wie die a-Siiure negativ. Dieses Verhalten diirfte 


auch dieselbe Ursache haben wie bei der «-Siiure, indem aus der 
Aminosiiure A die der Lactamsiiure V entsprechende Aminosiure 
(,,H,,NO,, (Strukturformel wie V, nur Lactamring aufgespalten) 


sich bilden wird. Allerdings scheint die Reaktion nicht so glatt 
zu verlaufen wie bei der Bildung der Siure V aus der «-Siure, 
denn bei einem Oxydationsversuch lieB sich die erwartete Amino- 
 siure C,,H,.NO,, nicht fassen, vielleicht weil sie weiter verindert 


wird; was hier nur in reiner Form isoliert werden konnte, war 
eine kleine Menge unveriinderter Aminosiiure A. — Zur Klirung 
der ganzen Frage besteht die Absicht, auch andere geeignet 
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Benutzung anderer Oxydationsmittel, hinsichtlich Gasentwicklun§ ™* 
bei der Oxydation zu priifen. In-diesem Zusammenhang sei auch — “ 
daran erinnert, daB im van Slykeschen Apparat zur Aminostick.— 
stoff bestimmung a- und $-Siure wider Erwarten Stickstoff liefern' 
und die Aminosiiure A erheblich mehr Stickstoff gibt, als der eine, 
Aminogruppe entspricht?) (die Aminosiure B wurde bisher nac} § 





An 
NH——CO NH——CO f La 
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CH, C CH CH, C10)” VW Ss 
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COOH CH CO COOH CH CO re 
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Lissst CH-—¢—co0oH COOH CH C: NOH D 
— | ie a es 
COOH OH COOH CH, ot 
Vierbasische Séure, C,,H,,NO,,. Oximinoaminosiure, C,,H,,N,0,. gk 


van Slyke nicht gepriift), diese Stickstoffbildung steht aber 
insofern auf einem anderen Blatt, als das Gas hier nicht nw 
aus dem organischen Molekiil, sondern auch aus der salpetrigen 


) Diese Z. 191, 92 (1980). 
*) Diese Z. 207, 271, 272 (1932). 
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Siure hervorgeht. — Bei der Priifung des Gases (vgl. die Versuche 
D oD \"S 


neue unter 3.) hat mich Herr Dr. J. Reschke in sehr dankenswerter 
stick, Weise unterstiitzt. 

aor’ Beschreibung der Versuche. 

oe 1. Aminosdure B aus 6-Saure. Herstellung der §-Siiure nach den 


Angaben der letzten Mitteilung'). Um eine vollstiindige Aufspaltung des 

Xe) ' lLactamringes zu erzielen, erschien es zweckmiiBig, die Zeitdauer des Kochens 

| - mit 10°/,iger Salzsiiure, wie bei der Bereitung der Aminosiiure A aus der 

u-Siiure, auf 20 Minuten zu bemessen, obwohl das unter diesen Bedingungen 

| erhaltene Reaktionsprodukt bereits eine ganz schwach positive Reaktion mit 

' Fehlingscher Lésung zeigt”). 0,5 g §-Siure wurden mit 25 cem 10°, iger 

| Salzsiure 20 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht. Die nur schwach gefirbte 

Lisung machte man mit Natronlauge alkalisch und siiuerte sie hierauf mit 

Essigsiure schwach an (Lackmus). Dann gab man 25 ccm 5°/, iger Kupfer- 

acetatlisung hinzu und erzeugte hierdurch eine braungriine Fiillung, die 

[ ' nach lingerem Stehen abgesaugt, mit Wasser gewaschen, in Wasser sus- 

pendiert und in der Hitze durch Schwefelwasserstoft zersetzt wurde. Das 

| Filtrat vom Schwefelkupfer wurde auf dem Wasserbad eingeengt; es blieb 

Oli — dabei zuniichst farblos, fiarbte sich aber beim starken Konzentrieren all- 

mihlich braun. Als man es ganz zur Trockne zu bringen versuchte, trat 

in dem Riickstand Schaumbildung auf und es machte sich ein stechender 

Geruch nach Chlorwasserstoff bemerkbar. Bei einer Wiederholung des 

Versuches lieB sich dann auch im Filtrat vom Schwefelkupfer die Salzsiure 

nachweisen, sie muB dadurch in die Lésung hineingekommen sein, daB ein 

kleiner Teil des Kupferacetats, wohl durch das abgespaltene Hydroxylamin, 

reduziert worden war und mit den Chlorionen der Fliissigkeit Kupfer- 

chloriir gebildet hatte, das dann durch den Schwefelwasserstoff mit zersetzt 

wurde. Um die Salzsiiure zu beseitigen, wurde das Filtrat vom Schwefel- 

7 kupfer nach dem Erkalten durch Hindurchsaugen eines lebhaften Luft- 

stromes vom Schwefelwasserstoff befreit und dann von neuem mit 25 ecm 

Ht ff 5°), iger Kupferacetatlésung versetzt. Es entstand wieder eine braungriine 

Fillung, die in der gleichen Weise wie die erste behandelt wurde. Das 

Filtrat vom Schwefelkupfer lieB sich nunmehr ohne Schaumbildung und 

ohne Auftreten eines stechenden Geruches zur Trockne bringen. Es wurde 

iibrigens bei den folgenden Versuchen, bei denen auch jedesmal 1 g f-Siure 

verarbeitet wurde, auf dem Wasserbad nur stark konzentriert und schlieB- 

lich im Vakuumexsiceator bei gewéhnlicher Temperatur zur Trockne gebracht. 

Den Riickstand rieb man mit Aceton an, saugte das Ungeléste ab, wusch 

es mit Aceton aus und lieB es zunichst an der Luft trocknen. Ausbeute 

etwa 0,45 g. Nach dem feinen Zerreiben wurde die schwach briunlich 

,O, JB  gefiirbte Masse im Exsiccator weiter getrocknet. Zersetzungspunkt ganz 
unscharf (155—160°). 





Y 
4 
Y 


uber 
- 0,1120 g Subst. (exsiccatortrocken): 4,85 cem N (13,5°, 742,4 mm). 
ven C.,H3gN291; Ber. N 5,30 Gef. N 5,04. 


) Diese Z. 251, 39 (1988). 
*) Diese Z. 248, 181 (1937). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 
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Man hitte daran denken kénnen, daB beim Kochen der §-Siure mi 
Salzsiiure auch eine Aufspaltung des Ringes B unter Ausbildung eine, 
Carboxylgruppe und einer Hydroxamsiiuregruppe erfolgt wire (Cy,HygN,0,, 
Ber. N 5,13), dagegen spricht aber die Tatsache, daB der Stoff von Salpeter. 
siure (D. 1,4) von Raumtemperatur nicht stiirmisch zersetzt, sondern nu 
langsam unter spirlicher Gasentwicklung angegriffen wurde!) (vgl. auch 
unten Versuch 2). Das Priiparat gab in wenig Alkohol gelést und mit 
einem Tropfen Eisenchloridlésung versetzt eine intensiv dunkelbraunrote 
Farbreaktion. Mit alkalischer Permanganatlésung lieferte die Verbindung 
ein farbloses Gas (vgl. die Versuche unter 3.). 


2. Aminosaure B aus Aminosaure A. Herstellung der Aminosiiure 4 
nach friiheren Angaben’). 0,7 g der Verbindung III wurden mit 8,4 cem 
90°/, iger Schwefelsiure 15 Miuuten lang auf dem Dampfbad erhitzt. E: 
entstand eine Lésung, die sich allmihlich braun firbte. Dabei war zu 
beobachten, da8 kleinste Gasblischen in sehr geringer Menge vom Boden 
des Kélbchens aufstiegen. Nach dem Erkalten wurde die Lisung auf zer- 
kleinertes Eis gegossen und mit eisgekiihlter 20°/, iger Natronlauge alkalisch 
gemacht. Dann siuerte man mit Essigsiiure schwach an (Lackmus) und 
gab 35 ccm 5°/,iger Kupferacetatlésung hinzu. Es trat eine Fillung auf. 
die braungriin gefirbt war, aber heller als bei den Versuchen unter 1. Die 
Fillung wurde nach dem Absaugen usw. in der iiblichen Weise durch 
Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Schwefelkupfer auf dem 
Wasserbad stark konzentriert und schlieBlich im Vakuumexsiccator zur 
Trockne gebracht. Den Riickstand rieb man wieder mit Aceton an, saugte 
die ungeléste Masse ab, wusch sie mit Aceton nach und trocknete sie 
zunichst an der Luft (Ausbeute: 0,32 g), dann nach dem feinen Zerreiben 
im Exsiceator. Das nur wenig gefirbte Priparat zersetzte sich unscharf 
bei etwa 167°. 


0,1288 g Subst. (exsiccatortrocken): 5,4 cem N (14°, 770,5 mm). 
C.,H;,N,0,; Ber. N 5,30 Gef. N 5,06. 


Das Priparat schien im wesentlichen mit dem aus der $-Siure erhaltenen 
identisch zu sein, war aber wohl etwas reiner. Eine Aufspaltung des um- 
gelagerten Ringes B kommt bei der Bildung von IV aus III nicht in Frage 
(vgl. oben Versuch 1). In alkoholischer Lésung gab die Substanz mit einem 
Tropfen Eisenchloridlésung eine stark braunrote Farbreaktion. Uber das 
Verhalten des Stoffes gegen alkalische Permanganatlésung vgl. unter 3. 


3. Oxydationsversuche mit der §-Saure. Bei der Einwirkung von 
Permanganat auf die #-Siiure C,,H,,N,O,, konnte, falls auch hier wie bei 
der «-Siure die eine Stickstoffgruppe aboxydiert wurde, mit dem Auftreten 
einer Verbindung von der Formel C,,H,,NO,, oder C,,H,,NO,, gerechnet 
werden. Die ersten Versuche wurden in der gleichen Weise, wie die mit 
der «-Siure*), vorgenommen. 0,5 g #-Siiure léste man in 5 cem 10°, iger 
Natronlauge und gab eine Lisung von 0,25 g Kaliumpermanganat in 
5 cem Wasser, unter Nachspiilen mit 5 cem Wasser, hinzu. Die Lésung 


1) Diese Z. 226, 49 (1934). *) Diese Z. 205, 80 (1932). 
8) Diese Z. 246, 263 (1987). 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 951 
wurde sofort griin und es trat gleichzeitig Gasentwicklung auf'). Das 
Gemisch stand im ganzen 3—4 Tage und entfiirbte sich in dieser Zeit all- 
mihlich. Dann wurde vom Manganschlamm abgesaugt und das Filtrat durch 
yorsichtigen Zusatz von Salzsiure gefillt. Die erzeugte geringfiigige Fallung 
war farblos; sie wurde nach lingerem Stehen abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und im Exsiccator bei gewéhnlicher Temperatur getrocknet. Aus- 
beute: 0,08 g. Zersetzungspunkt unscharf 165°. 


0,1711 g Subst. (exsiccatortrocken): 5,4 cem N (15°, 755,9 mm). 


CysHe4NoO10 Ber. N 5,49. C,,H,,NO,, Ber. N 2,83. 
C,,H,,NO;,, Ber. N 2,73 Gef. N 3,72. 


Nach der Stickstoffbestimmung diirfte das Material nicht einheitlich 
cewesen sein; auffallend war, daB die Menge des abgespaltenen Stickstoffs 
(5,49—8,72 = 1,77) ungefihr 1/, des in der #-Siure enthaltenen Gesamt- 
stickstoffs betrug und der Menge des entwickelten freien Gases (vgl. unten) 
entsprach. Das Reaktionsprodukt ist wegen der geringen Ausbeute vor- 
ljiufig nicht weiter untersucht worden, bei den folgenden Versuchen inter- 
essierte man sich lediglich fiir das entbundene Gas. Diese Versuche wurden 
meist in kleinen graduierten Girréhrchen vorgenommen. 0,2g $-Siure brachte 
man in ein Girréhrchen, gab 10°/, ige Natronlauge hinzu und fiillte das 
Réhrchen mit der alkalischen Lésung an; dann fiigte man 0,4 g fein- 
gepulvertes Kaliumpermanganat durch den offenen Schenkel hinzu (nach 
einiger Zeit noch einmal die gleiche Menge) und brachte durch vorsichtiges 
Bewegen des Réhrchens das Permanganat allmihlich auch in den geschlossenen 
Schenkel. Die sofort unter Griinfirbung der Liésung lebhaft einsetzende Gas- 
entwicklung wurde nach und nach schwicher und war nach einigen Stunden 
nur noch sehr unbedeutend. Die nach 7 Stunden an der Graduierung des 
Réhrehens abgelesene Gasmenge betrug 2,4ccm. Zur Priifung des entwickelten 
Gases wurde die Permanganatlésung durch Abpipettieren und Hinzufiigen des 
betreffenden Reagenses allmihlich durch andere Fliissigkeiten ersetzt. Bei 
dem Gas hatte man zunichst an Stickoxydul gedacht, aber der Ersatz der 
alkalischen Permanganatlésung durch reines Wasser fiihrte keine Ver- 
minderung des Gasvolumens herbei, was bei der betriichtlichen Léslichkeit 
des Stickoxyduls in Wasser doch hiitte der Fall sein miissen. Auch durch 
alkalische Pyrogallollésung und durch ammoniakalische Kupferchlorirlésung 
trat keine Volumverminderung ein, Sauerstoff und Kohlenoxyd waren also 
auch nicht vorhanden. Es wurde auch versucht, das aufgefangene Gas 
(aus 0,3 g 6-Siure) nach Hinibertreiben in eine geeignete Biirette anzuziinden: 
es erwies sich, wie zu erwarten, als nicht brennbar. Nach den vorstehen- 
den Priifungen kann es sich bei dem aufgefangenen Gas eigentlich nur um 
Stickstoff handeln, zum mindesten diirfte das Gas in der Hauptsache aus 


') Lowry [J. chem. Soe. Lond. 73, 1000 (1898)] gibt an, daB Campho- 
nitrophenol Kaliumpermanganatliésung nicht entfirbt, das soll in dem Zu- 
sammenhang wohl heifen: nicht sofort entfarbt. Camphonitrophenol ist 
also bestiindiger gegen das genannte Reagens als die f-Siure; das kénnte 
darin seine Erklirung finden, daB der stickstoffhaltige Ring im Campho- 
nitrophenol ein Sechsring, Ring B in der 6-Siure dagegen ein Siebenring 
ist, vielleicht spielt aber auch der Unterschied im ganzen Molekiilbau der 


beiden Verbindungen hierbei eine Rolle. 
18* 
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Stickstoff bestehen. Kohlendioxyd bzw. Carbonat scheint sich bei den Ver. 
suchen mit alkalischer Permanganatlésung nicht oder nur in ganz up- 
bedeutender Menge zu bilden. — Um das entwickelte Gas quantitatiy zy 
bestimmen, benutzte man in einem Versuch den Apparat, der fiir die Harn. 
stoffbestimmung mittels Bromlauge nach Hiifner dient’). In die untere 
Birne brachte man eine Lésung von 0,3 g #-Siiure in 10°/, iger Natronlauge, 
in die obere 3,9 g Kaliumpermanganat, gelést in Wasser. Das Kropfgef iii 
und das Eudiometerrohr fiillte man mit Wasser. Da in der unteren Birne 
die héhere Konzentration war, ging der Austausch langsam vor sich und 
die Gasentwicklung stockte bald ganz. Es wurden deshalb nach 24 Stunden 
Mebrohr und Birnen unter allen Kautelen getrennt, das erstere voriiber- 
gehend in ein GefiB mit Wasser gestellt, durch vorsichtiges Hin- und Her. 
bewegen des Apparates der Inhalt der beiden Birnen gemischt und das 
Eudiometer sofort wieder aufgesetzt. Die Gasentwicklung kam nun wieder 
in Gang und war nach weiteren 24 Stunden beendet, denn eine Wieder- 
holung der eben geschilderten Manipulation fiihrte keine weitere Vermehrung 
des Gasvolumens herbei. Das unter Atmosphirendruck abgelesene Gasvolum 
betrug 4,9 cem. Unter der Voraussetzung, dab der Gesamtstickstoff der 
6-Siure gasformig abgegeben wird, hiitte die eingesetzte Substanzmenge 
14,2 cem Gas liefern miissen, es war also in dem Versuch wenig mehr als 
1/, des Gesamtstickstoffs entwickelt worden, ein Verhiitnis, das in Einklang 
steht mit dem bei der Dumasschen Stickstoffbestimmung ermittelten Wert 
(vgl. oben). Die Ubereinstimmung beruht aber wohl auf Zufilligkeiten. — 
Um die Aminosiure B auf Gasentwicklung zu priifen und mit der #-Siure 
zu vergleichen, wurden 3 Girréhrchen mit einer Lésung von je 50 mg 
Substanz in 10°/,iger Natronlauge beschickt und zuniichst mit je 0,1 g Kalium- 
permanganat (spiter noch einmal mit der gleichen Menge KMnQ,) versetzt. 
Die Girrdhrchen standen mehrere Tage, bis keine Gasentwicklung mehr 
erkennbar war. Aus der §-Siure wurden so 0,75 cem, aus der nach Ver- 
such 2 aus der Aminosiure A hergestellten Aminosiiure B 0,45 cem Gas 
gebildet, wiihrend das nach Versuch 1 aus der #-Siure bereitete Priiparat 
nur etwas iiber 0,2 cem Gas lieferte; das letztgenannte Priiparat war, worauf 
bereits oben hingewiesen, anscheinend weniger rein als die nach Versuch 2 
gewonnene Substanz. Auch die «-Siure und die Aminosiure A wurden 
unter den gleichen Bedingungen untersucht, gaben aber beide kein Gas. 





1) Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. d. physiol.- u. path.-chem. 
Analyse, 9. Aufl., S. 705 (1924). 
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Verhalten von Chlorophyll-Derivaten gegen Chlorophyllase. 
Von 
Hans Fischer und Robert Lambrecht. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1938.) 


Wie R. Willstatter’) und seine Schiiler festgestellt haben, 
wird das Phytol und Methylalkohol an 2 Carboxyl-Gruppen ent- 
haltende Chlorophyll unter dem EKinfluB der Chlorophyllase in 
alkoholischer Lésung umgeestert dahingehend, da8 Phytol, das am 
Propionsiiurerest gebunden ist, ausgetauscht wird gegen den an- 
gewandten Alkohol. Die Reaktion ist umkehrbar und das Gleich- 
gewicht kann durch Anwendung bestimmter Bedingungen nach 
heiden Seiten hin verschoben werden. Andere Esterasen versagen 
bei Chlorophyll, und Chlorophyllase vermag auch nicht die Ver- 
esterung anderer Siiuren durchzufiihren. Ihre Wirkung ist sogar 
auf die Carboxyl-Gruppe des Propionsiiurerestes beschrinkt. Der 
Chlorophyllasegehalt der Blitter wechselt bei der gleichen Pflanze 
je nach der Zeit der Ernte, der Lagerung usw. Verwandt wurden 
wiederum Heracleum spondylium (Birenklau) und Datura stramonium 
Stechapfel). Bei letzterem stellte P. Rothemund zuerst reich- 
lichen Chlorophyllasegehalt fest, wie er uns freundlicherweise 
mitteilte. Fir die enzymatischen Versuche wurde das Blattmehl 
durch Extraktion mit einer wiiBrigen Ather—Acetonlésung voll- 
stiindig von den Farbstoffen befreit und das riickstindige Mehl 
daun verwandt. 

Withrend bei Chlorophyll a und b bzw. bei den entsprechenden 
Chlorophylliden!) die enzymatischen Umsetzungen in etwa 2 Tagen 
die besten Ausbeuten ergeben, benétigt man bei den iibrigen 
Chlorophyll-Derivaten etwa 6—8 Tage. Kontrollversuche ohne 
Enzymzusatz ergaben, daB in dieser Zeit irgendwelche Umsetzungen 
nicht eingetreten waren. 


!) Untersuchungen iiber Enzyme, Berlin 1928, I, 8. 251—3837, 
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Vor kurzem teilten wir mit’), da® auch Bacterio-chlorophyl, 
Bacterio-phaophorbid, Bacterio-methyl-phaophorbid sowie Bacterio- 


purpurin 7-trimethylester sich mit Chlorophyllase umsetzen lassen, 
und es war von Interesse, weiter die Spezifitit der Chlorophyllase 
zu untersuchen. Phiophorbid a lieB sich glatt in Methylalkohol zu 
Methyl-phiiophorbid a, in Athylalkohol zu Athyl-phiophorbid a 
verestern. Kine Ringsprengung herbeizufiihren gelang nicht, ebenso- 
wenig Magnesium komplex enzymatisch einzufiihren, trotz mannig- 
facher Variation der Reaktionsbedingungen. 

Auch in der b-Reihe gelang es, Phiophorbid b in Methyl- 
alkohol zu Methyl-phiophorbid b zu verestern. Wie im experi- 
mentellen Teil naiher beschrieben, war die Ausbeute bei dieser 
Umsetzung besonders gut. Der RiickschluB, daB Phiophorbid } 
jedoch leichter veresterbar sei, ist nicht zulissig, denn wie hiiufig 
bei enzymatischen Versuchen hingt die Ausbeute in hohem Mage 
von den angewandten Reaktionsbedingungen ab. Die exakte Fest- 
legung dieser Bedingungen ist sehr schwierig. Am zweckmiBigsten 
scheint die Verwendung einer méglichst geringen Farbstoffkonzen- 
tration zu sein. Im iibrigen sind Versuche im Gange, eine An- 
reicherung des Enzyms bzw. der Enzyme herbeizufiihren, um exakt 
vergleichbare Resultate zu erhalten. 

Wie oben erwiihnt, ist die Wirkung der Chlorophyllase be- 
schrinkt auf den Propionsiurerest, sowie man jedoch den Carb- 
methoxyrest in 10-Stellung aus Phiiophorbida entfernt, miBlingt 
der biologische Versuch. Der besseren Ubersicht halber bringen 
wir hier unsere Chlorophyllformel: 


H,C;- CH=CH, H,C,—7C.H, Chlorophylia. 
| | H | Chlorophyll b: 
a Neus statt CH, 
N _N . in 3-Stellung CHO. 
HC ig = CH 
\ N7 “Nh f 
wes, — Yi A 
H,C CH, ) ee | | CH, 
i > 
CH, ! | = *™ 
| O 
Phyty1—OOC COOCH, 


') H. Fischer u. R. Lambrecht, Diese Z. 249, I (1937), vorliufige 
Mitteilung. H. Fischer, R. Lambrecht u. H. Mittenzwei, Uber Bacterio 
chlorophyll, Diese Z. 253, 1 (1938). 
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Offensichtlich ist die Carbmethoxy-Gruppe in 10-Stellung 


 unbedingt notwendig, um den Hingriff des Enzyms herbeizufiihren, 


und in dieser Hinsicht ist es interessant, daB auch alle neuen 
Versuche, Porphyrine enzymatisch umzusetzen, miBlungen sind 
in Best&tigung der friiheren Resultate. Auch Phioporphyrin a,, 
das dem Phiophorbid a und besonders dem Meso-phiophorbid a, 
die sich enzymatisch positiv verhalten, analog gebaut ist, verhielt 
sich negativ. AuBer dem Carbmethoxyrest in 10-Stellung spielen 
also offensichtlich die fiir das Phorbin-System charakteristischen 
iiberzithligen Wasserstoffatome in 5,6-Stellung mit eine ausschlag- 
vepende Rolle. Also sind die Eingriffsbedingungen der ,,Chloro- 
phyllase* recht kompliziert, und insofern ist besonders hervor- 
zuheben, daB alle bis jetzt untersuchten Chlorine der Chlorophyll- 


‘wie der Bacterio-chlorophyll-Reihe sich enzymatisch vollkommen 


negativ verhielten, obwohl sie dasselbe Phorbin-System enthalten 
wie Chlorophyll selbst. Auch Himin verhielt sich negativ. 

Um so auffallender gegeniiber den negativen Resultaten bei 
den Chlorinen ist das Verhalten der bis jetzt untersuchten Pur- 
purine. Purpurine sind auf Grund unserer Arbeiten nichts anderes 
als Chlorine. Der eigenartige spektroskopische Befund ist bedingt 
durch den Eintritt der negativen Substituenten, und man sollte 
deshalb auch hier ein Versagen der Enzymreaktion erwarten. Dies 


ist jedoch nicht der Fall. Bei Purpurin 7-trimethylester und seiner 


Meso-Verbindung konnte die enzymatische Hydrolyse glatt durch- 
gefiihrt werden und aus Purpurin 7-trimethylester der schén 
krystallisierte Diester folgender Konstitutionsformel gewonnen 











H,C-——CH-CH, " “na 
| 
SZ - aaa 
N N \ 
HC 4y H CH 
\% Xf 
“~~ eT 
-_ : || 
H,C——CH, O=C H,COOC---—-CH, 
CH, coocH, H H 
| 
COOH 


werden, der bis jetzt auf chemischem Wege noch nicht erhalten 
wurde, Chemisch ist lediglich ein Diester mit freier Glyoxylsaure 
bekannt}), Der neue Diester wurde auch durch die Elementar- 


'H. Fischer, K.Herrle u.H.Kellermann, Liebigs Ann.524, 248 (1936). 
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analyse gekennzeichnet. Auch Meso-purpurin 18-mono-methyleste 
folgender Konstitution wird unter Enzymeinwirkung hydrolysiert, 














H,C—= i H,C,;——C,H, 
H | | 
a all 
N N 
HC 4 H CH 
\ N N J 
* — a 
- tae | Cc elt; a 
| C H 4H 
CH, T 
| O 
COOCH, 


Bei ihm und ebenso bei Meso-purpurin 7-trimethylester _blie} 
jedoch die enzymatische Einwirkung nicht auf die Hydrolyse 
beschrankt, vielmehr konnte auch noch spektroskopische Ver- 
schiebung gegeniiber dem Ausgangsmaterial nach Rot in beiden 
Fallen festgestellt werden, die auf eine Konstitutionsiinderung 
hinweist. Die Art der Veriinderung festzustellen, muB einer neuen 
Untersuchung vorbehalten bleiben, wobei inshesondere systematisch 
die Phylline der einzelnen Kérperklassen herangezogen werden 
sollen unter Mitberiicksichtigung der Diazoessigester- und Phenyl- 
azid-Derivate. 
Experimenteller Teil. 


Fiir die enzymatischen Umsetzungen wurde das gereinigte Mehl you 
Heracleum spondylium (Birenklau) und Datura stramonium (Stechapfel) ver- 
wendet’). Beim Reinigen, d.h. Extrahieren des Enzymmehles spielt die 
KorngréBe des Mehles eine Rolle. Die Extraktion des Mehles li8t sich am 
raschesten durchfiihren, wenn die Bliitter mittelfein gemahlen sind’. 
Sehr gut hat sich bei unseren Versuchen das Mahlen der vorsichtig ge- 
trockneten Blatter in einer Kugelmiihle bei Zimmertemperatur bewiabrt. 

Als Lésungsmittel wurden verwendet: Aceton bzw. Pyridin + Ather. 
Ungeeignet sind: Pyridin + Aceton bzw. Pyridin + Alkohol (Methylalkoho! 
baw. Athylalkohol). Weiter ist das Verhiltnis der einzelnen Komponenten 
zueinander wichtig. Sehr gute Resultate wurden bei folgenden Ansiitzen 
erzielt. Veresterung: 10 mg Farbstoff + 1 cem Pyridin + 10 cem Ather 
+ 10ccm Methylalkohol + 1 cem Leitungswasser + 2,5 g Enzymmehl. Ferner 
10 mg Farbstoff + 16 eem Aceton + 8 cem Methylalkohol + 2 cem Leitungs- 
wasser + 5g Enzymmeh]. Hydrolyse: 10 mg Farbstoff + 1 cem Pyridin 
+ 20 cem Ather + 1 cem Leitungswasser + 2,5 g Enzymmehl. Ferner 10 mg 
Farbstoff + 20 ccm Aceton + 2 ccm Leitungswasser + 5 g Enzymmehl. Es 
diirfen nur destillierte Lésungsmittel verwendet werden. 


1) Vgl. FuBnote 1 S. 254. 
*) A. Winterstein u. G. Stein, Diese Z. 220, 272 (1988). 
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Enzymatische Veresterung von Phaophorbid a. 250 mg umkrystalli- 
siertes Phiophorbid a werden in 15 cem Pyridin gelést. Die Lésung versetzt 
man mit 125 ecm Ather, 125 cem Methylalkohol und 30 g gereinigtem Enzym- 
mehl. Nach Zugabe von 12 cem Leitungswasser wird in einer geeigneten 
braunen Stépselflasche unter tiglich hiufigem Umschiitteln bei etwa 25° 
s Tage stehen gelassen. Dann nutscht man vom Enzymmehl ab, entzieht 
diesem durch mehrmaliges Aufschlimmen in Pyridin-Ather bzw. Aceton 
die noch zuriickgehaltenen Farbstoffmengen und gieBt das Filtrat in Ather. 
Nach Entfernung des Acetons durch Auswaschen mit Wasser wird das 
nicht veresterte Phiophorbida mit '/,°/,iger Sodalésung abgetrennt. Die 
itherische Lésung, welche das meee veresterte Methylphiophorbida 
enthilt, wird nach Waschen und Trocknen auf 15 cem eingeengt. Der Ester 
krystallisiert aus und wird auf dem Filter mit Methylalkohol und Ather 
gewaschen. Ausbeute: 170 mg Reinsubstanz aus 4 Ansiitzen. Nach 3maligem 
Umkrystallisieren aus Aceton—Methylalkohol schmilzt der Ester bei 229°. 
Der Mischschmelzpunkt mit Methylphéophorbid a anderer Darstellung ergab 
keine Depression. 


4,215 mg Subst. (bei 75° i. Hochv. getr.): 11,050mg CO,, 2,425mg H,O. — 
2,512 mg Subst.: 0,231 cem N, (22°, 723 mm). — 4,015 mg Subst.: 2,965mg AgJ. 
C,,H,,0,N, (606,34) Ber. C 71,25 H 6,31 N 9,24 20CH, 10,23 

Gef. ,, 71,50 ,, 6,44 ,, 9,31 ” 9,76. 


Der Ester ist spektroskopisch mit Phiophorbida identisch, die Phasen- 
probe ist positiv. 

Arbeitet man bei den enzymatischen Umsetzungen mit Chlorophyllase 
in Stickstoffatmosphiire, oder leitet man durch die Suspension tiiglich 15 Minuten 
lang Luft bzw. Sauerstoff, so ist die Ausbeute wesentlich geringer. Beim 
Durchleiten von Sauerstoff konnte eine Oxydation in 10-Stellung (10-Oxy- 
methyl-phiophorbid a) nicht beobachtet werden. Das Umsetzungsprodukt 
ist in Spektrum und Mischschmelzpunkt mit Methylphiophorbid a anderer 
Darstellung identiseh. Ebenso war bei Zusatz von geringen Mengen FeCl, 
und FeSO, sowie Superphosphat [Ca(H,PO,), + CaSO,] die Ausbeute an 
verestertem Produkt wesentlich geringer. Dagegen erhéhte sich die Ausbeute 
bei Zugabe von primiirem Natriumphosphat (NaH,PO,), sekundirem Calcium- 
phosphat (CaHPO,-2H,O) bzw. fein gepulvertem Calciumcarbonat: ). 

Bei der enzymatischen Veresterung von Phiiophorbida mit Athylalkohol 
in wiBriger Acetonlésung resultiert Athylphiophorbid a. Der Ester ist 
spektroskopisch mit dem Ausgangsmaterial identisch und zeigt einen Schmelz- 
punkt yon 238° Der Mischschmelzpunkt mit Athyl-phiophorbid a anderer 
Darstellung zeigte keine Depression. 

Bei der enzymatischen Veresterung von Phiiophorbid a mit Methyl- 
alkohol bzw. Athylalkohol tritt bei Lugabe von n/100-HCl statt Leitungs- 
wasser eine Verbesserung des Umsatzes ein. Jedoch tritt bei Zugabe von 
n100-HCl allein, d. h. ohne Enzym, in 6 Tagen bereits schwache Ver- 
esterung ein. 

Versuch, den isocyclischen Ring zu sprengen. Phiiophorbid a 
wurde in wiBriger Acetonlésung unter Zugabe von gereinigtem Enzymmehl 

1!) Vgl. auch R. Willstitter, Untersuchungen tiber Enzyme, Berlin 
1928, I, S. 251—837. 
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(Dat. stram.) 3 Wochen lang unter den iiblichen Bedingungen behandelt. Das 
Umsetzungsprodukt war mit dem Ausgangsmaterial spektroskopisch iden. 
tisch, d. h. eine Sprengung des isocyclischen Ringes hat nicht stattgefunden, 


Versuch, bei Athyl-phaophorbid a Magnesium enzymatisch ein. 
zufihren, 20 mg Athyl- phaophorbid a wurden in 2cem Pyridin gelést, dazu 
wurden 20 ecm Ather, 500 mg Magnesium-Carbonat, 500 mg Magnesium- 
spine, 2,5 g Enzymmehl und 1 cem Leitungswasser gegeben. Nach 5tigiger 
Behandlung unter tiblichen Bedingungen war das Umsetzungsprodukt spektro. 
skopisch identisch mit dem Ausgangsmaterial. Das Athyl-phiophorbid a war 
teilweise enzymatisch hydrolysiert. Weitere Versuche zur Einfiihrung de; 
Magnesiums mittels feuchtem, frisch gefilltem Magnesiumoxyd bzw. Magne. 
sium-citrat, -lactat, -phosphat, -glycerophosphat und -methylat verliefen eben- 
falls negativ. 

Enzymatische Veresterung von Phaophorbid b mit Methylalkohol. 
250 mg umkrystallisiertes Phiophorbid b wurden in 200 cem Aceton gelist. 
Die Lésung versetzt man mit 100 cem Methylalkohol, 70 g Enzymmehl (Dat. 
stram.) und 25 cem Leitungswasser. In einer geeigneten Stépselflasche wurde 
unter tiiglich hiufigem Umschiitteln bei Zimmertemperatur 8 Tage stehen 
gelassen. Dann nutscht man vom Enzymmehl ab und arbeitet den Aceton- 
extrakt iiber Ather auf. Ausbeute aus 4 Ansiitzen: 230 mg Methyl-phiio- 
phorbid b vom Schmelzp. 246°. Zur Analyse wurde 6fters aus Aceton- 
Methylalkohol umkrystallisiert. 


4,170 mg Subst. (bei 85° i. Hochv. getr.) — 0,010 mg Asche. — 4,160 mg 
Subst.: 10,582 mg CO,, 2,220 mg H,O. — 3,748 mg Subst.: 0,315 cem N, 
(23°, 721 mm). — 4,408 mg Subst.: 3,365 mg AgJ. 


C,,H,,0,N, (622,33) Ber. C 69,42 H 6,15 N 9,00 20CH, 9,97 
Gef. ,, 69,38 ,, 5,97 ,, 9,19  -:10,09. 


Versuch, Pyro-phaophorbid a enzymatisch zu verestern. 10 mg 
Farbstoff wurden in 16 cem Aceton und 8 ccm Methylalkohol gelést. Nach 
Zusatz von 2,5 g gereinigtem Stechapfelmehl und 1 cem Leitungswasser 
wurde 10 Tage in der iiblichen Weise stehen gelassen. Durch Ausschiitteln 
mit '/,°/,iger Sodalésung konnte der gewaschenen dtherischen Lésung der 
gesamte Farbstoff entzogen werden, d. h. enzymatische Veresterung war 
nicht eingetreten. 

Auch bei Pyro-phiophorbid a miflang der Versuch, auf enzymatischem 
Wege Magnesium einzufihren. 


Enzymatische Veresterung von Meso-phaophorbid a. 300 mg Meso- 
phiophorbid a wurden in 560 ccm Aceton und 280 ccm Methyalkohol gelist 
und der Lésung 175 g gereinigtes Stechapfelmehl sowie 70 ccm Leitungs- 
wasser zugefiigt. Nach Ttagigem Stehen wurde in der tiblichen Weise iiber 
Ather aufgearbeitet und mit '/,°/,iger Sodalésung das nicht veresterte Meso- 
phiophorbid a abgetrennt. Ausbeute: 47mg Reinsubstanz vom Schmelzp. 218°. 
Zur Analyse wurde 6fters aus Aceton-Methylalkohol umkrystallisiert. 


3,981 mg Subst. (bei 75° i. Hochv. getr.): 10,317mg CO,, 2,327mg H,0. — 
3,292 mg Subst.: 2,411 mg AgJ. 
C,,.H,,0;N, (608,82) Ber. C 71,02 H 6,68 2O0CH, 10,20 
Gef. ,, 70,68 ,, 6,54 » 9,68. 
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In gleicher Weise lieB sich auch Meso-phiophorbid b enzymatisch 
yerestern. Die Ausbeute an Meso-methyl-phiophorbid b betrug nach 6 tigigem 
'stehen schitzungsweise 5°/,. 


Versuch, Chlorin e,-trimethylester enzymatisch zu hydrolysieren. 
‘Die Lésung von 10 mg Triester in 16 cem Aceton und 8 cem Methylalkohol 
wird mit 5 g Enzymmehl (Dat. stram.) und 2 cem Leitungswasser angesetzt 
rund in tiblicher Weise 10 Tage stehen gelassen. Nach Aufarbeitung iiber 
'Ather konnte mit verdiinnter Natronlauge bzw. verdiinntem Ammoniak bzw. 
1, iger Sodalésung kein Farbstoff abgetrennt werden. 

In Analogie dazu verliefen auch alle Versuche, andere Chlorine wie 
Meso-chlorine,, Meso-phyllo-chlorin, Dioxy-chlorine,, Chlorin p, 
‘baw. Rhodo-chlorin-anhydrid enzymatisch umzusetzen, negativ. 


Enzymatische Hydrolyse von Purpurin7-trimethylester. 500 mg 
unkrystallisierter Triester wurden in 400 ccm Aceton hei8 gelést und nach 


' dem Erkalten 100g gereinigtes Enzymmehl (Dat. stram.) sowie 25 cem Leitungs- 


wasser zugesetzt. Man libt 6 Tage stehen und arbeitet das Reaktionsprodukt 
iber Ather auf. Das enzymatisch hydrolysierte Produkt (Purpurin 7-diester) 
wird dem Ather mit 1/,°/,iger Sodalésung entzogen und mit 4°/,iger Salz- 
siure in frischen Ather getrieben. Nach Waschen und Trocknen wird die 
Atherlésung auf 10 cem eingeengt. Purpurin 7-diester krystallisiert aus und 


| wird auf dem Filter mit Methylalkohol und Ather gewaschen. Ausbeute: 
10mg Reinsubstanz. Nach 6fterem Umkrystallisieren aus Aceton—Methyl- 
| akohol bzw. Aceton-Petrolither schmilzt der Ester bei 225°. 


3,988, 4,071 mg Subst. (bei 75° i. Hochy. getr.): 9,740, 9,961 mg CO,, 


2.245, 2,188 mg H,O. — 3,340 mg Subst.: 2,310 mg AgJ. 
C,,H,.0,N, (638,30) Ber. C 67,68 H 6,00 20CH, 9,72 
C,,Hsg0,N,°'/, H,O ” ” 66,74 ” 5,92 %5 9.58 
(647,3) Gef. ,, 66,60, 66,73 ,, 6,30, 6,01 » 9,10. 
2,029 mg Subst. (bei 100° i. Hochy. 24 Stunden getr.): 4,950 mg COQ,, 
| 1,111 mg H,O. 
C,gH3,0;N,°'/,H,O (647,3) Ber. C 66,74 H 5,92 


Gef. ,, 66,54 ,, 6,13. 


Spektroskopisch ist der Purpurin 7-diester mit dem Ausgangsmaterial 
identiseh. 
In analoger Weise liBt sich Purpurin 18 zu etwa 10—15°/, verestern. 


Enzymatische Hydrolyse von Meso-purpurin 7 -trimethylester. 
Die Lésung von 2 mg Triester in 16 cem Aceton und 8 ccm Methylalkohol 
wird mit 5 g Datura stramonium und 2 ccm Leitungswasser angesetzt und 
7 Tage stehen gelassen. Enzymatische Hydrolyse war zu etwa 15°/, ein- 
getreten. Das Produkt der enzymatischen Hydrolyse ist jedoch spektro- 
skopisch gegen das Ausgangsmaterial schwach nach Rot verschoben und 
stimmt mit Purpurin 7-trimethylester iiberein. 


Enzymatische Hydrolyse von Meso-purpurin 18-ester. Nach Zusatz 
von 5g gereinigtem Stechapfelmehl und 2 cem Leitungswasser wurde die 
Lisung von 2 mg Ester in 20 cem Aceton 7 Tage unter hiufigem Schiitteln 
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stehen gelassen. Enzymatische Hydrolyse war zu etwa 10°), eingetretep, 
Das Produkt der enzymatischen Hydrolyse zeigt in Pyridin—Ather folgende 
Spektrum: 








I. 672,4—642,8: Il. —623,1— (max.); III. 607,9—5959. 
657,6 601,9 

IV. —554,2— (max.); V. 588,6... 581,0—527,0; VI. 510,0—4861. 
End-Abs. 489,6. 529,0 498,0 


Reihenfolge der Intensitaten: I, VI, III, V, II, IV. 


Versuch, Phaoporphyrin a, enzymatisch zu verestern. Die Lisung 
von 10 mg Farbstoff in 2 cem Pyridin, 10 cem Ather und 10 cem Methyl. 
alkohol wird mit 2,5 g Enzymmehl (Dat. stram.) und 1 ecm Leitungswasser 
angesetzt und in tiblicher Weise 7 Tage stehen gelassen. Der Blattmeh. 
extrakt wurde in Ather getrieben und die Atherlésung mit 2°/,iger Sal. 
siure und Wasser gut ausgewaschen. Mit '/,°/,iger Sodalésung konnte dem 
Ather der gesamte Farbstoff entzogen werden, d. h. enzymatische Ver- 
esterung war nicht eingetreten. 


Ebenso verliefen alle Versuche, andere Porphyrine wie Phiopor- 
phyrin b, Chloro-porphyrine,, Oxo-phioporphyrin a, und Oxo- 
rhodo-porphyrin enzymatisch umzusetzen, negativ. 


Versuch, andere Substrate mit Chlorophyllase umzusetzen. 10 mg 
Himin wurden in 2ecem Pyridin gelést. Die Lésung wurde mit 10 cem 
Ather, 10 cem Methylalkohol, 2,5 g Enzymmehl (Dat. stram.) und 1 cem 
Leitungswasser versetzt und 9 Tage unter hiiufigem Schiitteln stehen ge- 
lassen. Der Blattmehlextrakt wurde iiber Ather aufgearbeitet. Die Behand- 
lung des Farbstoffithers mit '/,°/,iger Sodalésung ergab, daB enzymatische 
Veresterung des Hiimins nicht eingetreten war. 


Ebenso verlief ein Versuch, Benzoesiiure mittels Chlorophyllase zu 
verestern, negativ. 
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den Wihrend die Bildung der Ketonkérper aus .Fettsiiuren und 


Ver & einzelnen Aminosiuren ausschlieBlich bzw. fast ausschlieBlich in 
‘der Leber vor sich geht, scheint der weitere Abbau dort nicht 


Rew ' stattzufinden. 

| Embden und Michaud (1908) fanden zwar, daB Leberbrei Acet- 

‘essigsiure bis zu einem gewissen Grade zerstéren kann, beachteten aber 
wimg ‘nicht, daB es sich nur um eine Umwandlung in $-Oxybuttersiiure handelte 
)cem TM (die Analysentechnik zur Bestimmung der Acetessigsiure im Lebergewebe 
— war auBerdem ungenau). Bei Perfusionsyersuchen an Hundelebern mit 
ai Ochsenblut, dem #-Oxybuttersiiure zugesetzt war, fand Pribram (1912) 
and- 


nur 25-80, der 6-Oxybuttersiure im Blut wieder, etwa 10°/, war zu 

‘ Diacetsiiure umgebildet worden. Der Verfasser schloB hieraus auf eine 
lebhafte Verbrennung der §-Oxybuttersiiure. Snapper und Griinbaum 

© zl (1927) konnten aber zeigen, dab der iibrige Teil der 6-Oxybuttersiure sich 
‘im Lebergewebe findet, welches Pribram nicht analysiert hatte. Nach 
Snapper und Griinbaum (1927) kann man bei Perfusion an Hundelebern 
nicht mit Verbrennung der zugesetzten Diacetsiure oder 6-Oxybuttersiiure 
‘echnen. Abgesehen von einer geringen Menge, die als Aceton in den 
Oxygenatoren verschwindet, enthielten Blut und Leber die gesamte Menge 
der Stoffe. Ein Teil der zugesetzten Acetessigsiure wird zu 6-Oxybutter- 
siure umgewandelt, und die letztere kann umgekehrt zum Teil zu Acet- 
essigsiiure werden. Aber auch diese Versuche sind nicht vollig entscheidend, 
ida einerseits die von der Leber wiihrend des Versuchs sicherlich gebildete 
‘Ketonmenge nicht beriicksichtigt wurde, und andererseits nicht untersucht 
wurde, ob die betreffende Leber Zucker umsetzt, was méglicherweise von 
Bedeutung sein kénnte. An Gewebsschnitten fand Ciaranfi (1936) mit 
er Manometertechnik, da8 Acetessigsiure zu einem gewissen Grade yon 
Jeberschnitten unter erhéhter CO,-Bildung oxydiert wird. 


Der Abbau der Ketone findet zum gréBten Teil in den Muskeln 
und Nieren statt. 


Embden und Michaud (1908) zeigten, daB Nierenbrei einen Teil 
Mer zugesetzten Acetessigsiiure abbaut; v. Lagermark (1913) fand, dab 


ische 











962 N. Blixenkrone- Meller, 


Nieren und Muskelbrei einen Teil der zugesetzten Acetessigsdure zu §-(yy. 
buttersiure umwandelte. Snapper, Griinbaum und Neuberg (19% 
und Snapper und Griinbaum (1927) zeigten durch Perfusion von Niere 
verschiedener Tiere und des Menschen, daf ein groSer Teil (bis 70 °/,) de 
zugesetzten Acetessigsiiure oder §-Oxybuttersiiure abgebaut wird, dab ¢ 
Teil (1—11°/,) der Acetessigsiiure zu f-Oxybuttersiure umgewandelt wird 
wihrend eine Umbildung von §-Oxybuttersiure zu Acetessigsiure nicl 
vorhanden ist (die mit dem Urin ausgeschiedenen Ketone wurden imme; 
wieder dem Perfusionsblut zugesetzt). Griesbach (1928) fand in Perfusion; 
versuchen an Hundeextremititen, dai die Menge des dem Blut zugesetzte, 
Ketons abnahm; da aber das Gewebe nicht analysiert wurde, konnt 
nicht ausgeschlossen werden, daB die Stoffe sich dort angesammelt hattep, 
Snapper und Griinbaum (1928) durchstrémten die Hinterbeine yo 
Hunden mit Blut unter Zusatz von Ketonen und fanden bei der Analys 
des Blutes, der Muskeln und des iibrigen Gewebes, daB 45—75 °/, der zu. 
gesetzten §-Oxybuttersiiure und 78—81°/, der zugesetzten Acetessigsiiur 
verbrannt worden waren; in der perfundierten Kalbszunge, die als reine 
Muskelpriiparat betrachtet werden kann, verschwanden auch die Ketone, 
Marriott (1914) beobachtete nach intravenédser Zufuhr von §-Oxybutter. 
siiure bei phlorrhizinvergifteten Hunden, daf fast die gesamte Ketonmenge 
wieder im Urin auftrat, und schlo8 hieraus, daB bei diesen Tieren dic 
Fihigkeit der Ketonverbrennung herabgesetzt sei. Méglicherweise war aber 
bei diesen Versuchen die Verbrennung der Ketonkérper im voraus maxim 
so da8 neu zugefiigte Ketonkérper ausgeschieden werden muBten. Snapper, 
Griinbaum und de Leon (1928) fanden bei Perfusion der Niere oder der 
Extremititen von pblorrhizinvergifteten Hunden dieselbe Fiihigkeit de 
Ketonverbrennung wie beim normalen. An Gewebsschnitten konnten Jo wet! 
und Quastel (1935) zeigen, da8 Meerschweinchen- und Rattennieren eine 
Abbau der zugesetzten Acetessigsiiure bedingen; nach Zusatz von Lactat 
oder Glucose wurde dieser Abbau um 15—30°/, gesteigert. Quastel uni 
Wheatley (1935) fanden die Wirkung auf die Nierenrinde lokalisiert ut 
beobachteten hier, daB Glucosezusatz den Abbau um 60°, steigert; auch 
anaerob verschwindet etwas Acetessigsiiure, aber hierbei handelt es sich 
wohl nur um eine Umwandlung in §-Oxybuttersiure. Friedemann (193 
zeigte, daB intravenés injizierte Acetessigsiure beim Hund schnell ver 
schwindet (Analyse des Blutes, Urins, der Gewebe und Respirationslut 
und nahm eine Verbrennung an. Das Verschwinden war bei pankrea- 
tektomierten oder phlorrhizinvergifteten Hunden ebenso schnell; die Fihig 
keit der Ketonkérperverbrennung war also nicht herabgesetzt. 


DaB besonders nach Pankreasexstirpation, wo die Ketot- 
bildung sehr groB ist, ein erheblicher Abbau der Ketonkorper 
im Organismus auftritt, ist aus der Menge der mit dem Ur 
ausgeschiedenen Ketone ersichtlich, die nur einen Bruchteil det 
von der Leber produzierten Menge ausmacht. Die Ketonbilduyg 
der Katzenleber wurde in 6 Versuchen mit kiinstlicher Durch: 
strémung fir 1/,—2 Stunden bestimmt und hieraus durch el 
fache Multiplikation die im Verlauf von 24 Stunden gebildete 
Menge berechnet. 2 Tage vor dem Versuch wurden die Tier 
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pankreatektomiert und am letzten Tag die Ketonausscheidung im 
Urin bestimmt (Tab. 1). 
Tabelle 1. 





Versuch Ketonbildung Ketonausscheidung 

=e mg 
26. Depaner. 7848 336 
23. ” 5100 300 
28. ” 3240 18 
99. ” 4464 380 
98. ” 2784 462 
80. ,, 8322 259 








Die Ketonbildung der Leber im intakten Organismus ist 
sicherlich gréBer als bei kiinstlicher Durchstrémung. Der Stoff- 
wechsel der Leber fillt nach der Isolierung steil ab, und ihre 
Temperatur ist ungefaihr 1° niedriger als im Organismus. Mit 


| der Respirationsluft werden nur minimale Acetonmengen aus- 
| geschieden. Tab. 1 zeigt, daB bei weitem die gréBte Menge der 
| gebildeten Ketonkérper im Organismus abgebaut wird. Dieses 
' Verhalten deutet darauf hin, da& die Ketone nicht einfach Abfall- 
| stoffe oder Nebenprodukte sind, sondern daf sie eine wichtige 
| physiologische Bedeutung haben. 


In der vorliegenden Arbeit sollte der Ketonabbau in der 


| Leber und in der Muskulatur untersucht werden. Als Versuchs- 
| tiere dienten Katzen, deren Leber oder Hinterkérper isoliert mit 


defibriniertem Katzenblut durchstrémt wurde. Versuchstechnik 


| und Analysenmethoden sind in einer vorhergehenden Arbeit be- 
| schrieben (Blixenkrone-Meller 1938). 


Zunichst sollen die mit Leberdurchstrébmung gewonnenen 


| Resultate beschrieben werden (Tab. 2 und 3). Mit Zusatz von 
_ -Oxybuttersiiture wurden 3 Versuche ausgefihrt (Tab. 2): Nr. 30 
_ und 67 an einer glykogenarmen Leber (die Katzen hatten vor 
| dem Versuch 2—3 Tage gehungert) und Nr. 104 an einer glykogen- 
| reichen Leber [1 Stunde vor Beginn des Versuches intravenise 
| Zufuhr von 10 g Fructose, die zum Teil als Glykogen abgelagert 
| oder verbrannt wird und zum Teil zu Glucose umgewandelt wird 
_(bundsgaard, Nielsen und Orskov 1936)]). Weiterhin wurde 
in 3 Versuchen auBer £-Oxybuttersiure Fructose teils als einzelne 
| Dosis, teils kontinuierlich (10 mg/Min.) zugesetzt (Tab. 3). Diese 
| Katzen hatten 3—4 Tage gehungert. Der Beginn der Durch- 


strémung ist mit 0,00 Uhr bezeichnet und die Zeitpunkte der 
Analysen wurden von hier aus berechnet. 
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2°66 N. Blixenkrone-Meller, 


Die Versuche zeigen, daf ein Teil der zugesetzten /- Ony. 
buttersiure zu Acetessigsiure und Aceton umgewandelt, und ein} 
geringe Menge in der Leber gespeichert wird. In dem mm W 


strom der Oxygenatoren verschwindet etwas Keton als Acetoy, 


Kontrollversuche ergaben im Perfusionsgerit ohne eingeschaltetf 


Leber einen Verlust von nur 5°/, der vorhandenen Menge Ace: 


essigsiure und Aceton. Wenn die Leber eingeschaltet ist uj : 
stindig Aceton und Acetessigsiiure aus der £-Oxybuttersiiure .f 
bildet wird, ist die verschwindende Menge sicherlich etwas grife: 


aber in diesen Versuchen, wo die Acetessigsiiure—Aceton-Konzep. 


trationen im Durchschnitt nicht iiber 20 mg-°/, liegen, betrug sich 
kaum mehr als wenige Milligramm. Die zirkulierende Blutmeng § 


war etwa 200—250 ccm. 


In den in Tab. 2 zusammengestellten Versuchen verbrannte. 


wie auch friihere Versuche ergaben (Blixenkrone-Meller 1935, 
nur wenig oder kein Kohlenhydrat; die glykogenreiche Leber (Ver. 


such 104) zeigte dasselbe Verhalten. In den glykogenarmen Leben} 


(Versuch 30 und 67) sollte man mit einer erheblichen Keton- 
bildung rechnen. Tatsichlich ist aber eine nur sehr kleine Keton. 
kérperbildung vorhanden, was vielleicht durch die hohe Keton. 


konzentration im Blut bedingt wird. Die Versuche deuten auber-> 
dem darauf hin, daB eine geringe Menge der zugesetzten Keton-f 
kérper abgebaut wird. Die 6-Oxybuttersiiure hat im Versuch 104— - 
keinen EinfluB auf die Ketonbildung, die von einer so geringen 
GréBenordnung ist, wie man es in der glykogenreichen Leberf 
erwarten wirde. In den nichsten 3 Versuchen (Tab. 3) wurdk§ 


Fructose zugesetzt, die, wie erwihnt, teilweise zu Glykogen in 


der Leber aufgebaut und zum geringen Teil verbrannt wird. Def 


RQ. nach Zugabe der Fructose zeigt, daB es sich nicht um eine 
bedeutendere Verbrennung handelt. Die Ketonbildung hat in 
diesen Versuchen aufgehért. In Versuch 27, wo die spontane 
Bildung wegen des geringen Glykogengehaltes beim Versuchis- 
beginn am gréBten ist, entsteht in der ersten Versuchsperiot 
noch eine geringe Ketonmenge. - AuBerdem verschwindet aber 
zweifellos in allen Versuchen eine geringe Menge der zugesetzten 
Ketonkérper. 

Im Zusammenhang betrachtet zeigen die Versuche, daB die 
Fiihigkeit der Leber, Ketonkérper abzubauen, nur gering ist. Ein 
Anhaltspunkt fiir einen Ketonkérperabhau, der nur ya auftreten 
soll, wenn gleichzeitig Kohlenhydrate umgesetzt werden, ist niclit 
vorhanden. In den Versuchen 30 und 67, wo keine Kohlenhydrate 
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Uber den Abbau von Ketonkérpern. 267 


yerbrannt werden, ist der Ketonabbau kaum geringer als in den 
Versuchen 29, 25 und 27, in denen Kohlenhydrate umgesetzt 
'werden. In den beiden erstgenannten Versuchen ist die Leber 


ja wihrend des ganzen Versuches glykogenarm, und es ist sehr 
wohl méglich, daB trotz der hohen Ketonkonzentration im Blut 


etwas Keton neu gebildet worden ist, so daB die in diesen Ver- 


suchen abgebaute Ketonmenge von gleicher GréSenordnung ist 


“wie die in den drei letztgenannten. Die Versuchsergebnisse sind 
‘jndessen nicht so eindeutig, da® mit Sicherheit eine Bedeutung 
des Kohlenhydratumsatzes fiir den weiteren Abbau der Keton- 


kirper bestritten werden kann. 
Die Versuche lassen nicht entscheiden, was aus der geringen 
Menge Ketonkérper wird, die verschwindet; in der vorhergehen- 


rannte # den Arbeit erwihnte Versuche deuten darauf hin, daB die ver- 


- 1939 fF schwundenen Ketonkérper nicht zu Kohlenhydrat aufgebaut werden, 


und daB man eher eine Verbrennung annehmen kann. 
Aus den vorliegenden Versuchen lift sich also schlieBen, daB 


die Leber nur geringe Mengen Ketonkérper abbauen kann, und 
| da} diese in der Hauptsache in anderen Organen abgebaut werden 
| miissen. Gerade dies kann als eine zweckmibige MaBnahme 
aufer.@ 2ngesehen werden; die Ketone sind nicht Abfallprodukte, die 
Cetop.— blob beseitigt werden sollen, sondern sie sind aufer Glucose die 


h 1048 


Materialien, die die Leber aus den Fettsiuren bildet, um sie fiir 
das tibrige Gewebe des Organismus verwendbar zu machen. 

Von besonderem Interesse ist hierbei wegen seiner groBen 
Masse natiirlich das Muskelgewebe und die Frage, ob die Keton- 
verbrennung Energie zur Muskelarbeit liefern kann. 

Um dies zu untersuchen, wurde der Hinterkérper von Katzen 
mit defibriniertem Katzenblut mittels des iiblichen Perfusions- 
apparates und Kaniilen in Aorta und Vena cava inferior durch- 
strémt. In einem derartigen Hinterkérperpriparat betrigt die 
durchstrémte Muskulatur etwa 50°/, des Gesamtgewichtes. Die 
Muskulatur wurde teils im Ruhezustand und teils wiihrend elek- 
trischer Reizung untersucht. Zur Reizung dienten kurze Tetani 
in einem Rhythmus von 20 pro Minute, die iiber zwei an je einer 
Seite der Wirbelsiule angebrachte Elektroden und eine in jede 
Hinterpfote eingestochene Nadelelektrode zugefiihrt wurden. Die 


| Arbeitsgr6Be konnte durch Variation der Reizstromstirke ge- 
_ indert werden. Als Ausdruck der ArbeitsgréBe diente der Sauer- 


stoffverbrauch des Priparates. Das Minutenvolumen wurde von 


00 com im ruhenden Hinterkérper bis zu 136 ccm bei stirkster 
19* 




























968 N. Blixenkrone-Meller, 


Muskelarbeit variiert, wodurch fiir ein nicht zu sauerstoffarmes fy, -: 
vendses Blut gesorgt wurde. Aus dem gleichen Grunde muftfl 
der Luftstrom in den Oxygenatoren bei den Arbeitsversuchen }j; 
auf etwa 400 ccm/Min. erhéht werden. Die Ketonkérper erhie} 
man mittels 2 stiindiger Perfundierung von normalem, defibriniertey 
Katzenblut durch eine mit Phlorrhizin behandelte Katzenlebe, 
Hierdurch kénnen die Versuche mit Ketonkérpern, die der Orgy. 
nismus selbst bildet, ausgefiihrt werden. Das bei der Leber. 
durchstrémung angewandte Blut wird dann direkt zur Perfusig, 
des Hinterkérpers gebraucht. Der Ketongehalt betrug etwa 200 his ff 
600 mg. Fir die ruhende Muskulatur war die Versuchszeit in fj 
der Regel 20—60 Minuten, fiir die arbeitende 15—20 Minute, 
Die Berechnung wurde in folgender Weise ausgefiihrt: Die 
Ketonmenge, die im Augenblick des Perfusionsbeginnes im Systen 
vorhanden ist, gleicht der bekannten Menge von Ketonkorpem, 
die sich in dem aus der Leberperfusion gewonnenen Blut findet, 
Hierzu kommt die geringe Menge, die im Blut des Hinterkérper 
und im Muskelgewebe vorhanden sein kann. Analysen des Keton- 
gehaltes normaler Muskeln ergeben eine Menge von etwa 2—4 m¢-'),, 
Hier handelt es sich also nur um 10—20 mg, da das Gewicht fl 
der Muskulatur 400—600 g ist. Nach SchluB des Versuches wird | 
der Ketonkérpergenalt im Blut und in 2 Muskelproben vom rechten | 
und linken M. tibialis ant. bestimmt. Da die Blutmenge uni 
Muskelmenge am Schlu8 des Versuches bekannt ist, kann hieraus | 
| 

} 











des Versuches 


Am Sechiub 





die zuletzt vorhandene Ketonmenge und die wihrend des Ver: 
suches verschwundene Menge von Ketonkérpern bestimmt werden. 
Im Ruheversuch wird die am Schluf’ des Versuches in der Mus- 
kulatur befindliche Blutmenge auf 50 ccm, im Arbeitsversuch au! & 
100 ccm geschitzt. Der Sauerstofiverbrauch des Priparates wirl F 
in der Mitte oder am SchluB der Versuchsperiode bestimmt. Bein § 
Beginn des Versuches werden dem Blut 0,5 g Glucose zugesetzt 
und 7 mg/Min. wiihrend des Versuches zugefiigt, um den Muskeln sx; 
ein reichliches Glucoseangebot zu sichern, falls diese nur Glucose 
zu ihrem Stoffwechsel gebrauchen kénnen, | 
In Tab. 4 sind die Versuchsergebnisse nach steigendem §) - 
Sauerstoffverbrauch (Spalte 14) geordnet. Der Sauerstoffverbrauch ff} 
schwankt zwischen 0,52—2,31 ccom/Min. pro 100g Muskel. In 
der folgenden Spalte (15) ist die pro Minute und pro 100 g Muskel 
verschwundene Ketonkérpermenge aufgefiihrt; diese steigt mit 
steigendem Sauerstoffverbrauch fast regelmiiBig, so daB im Durch- fy} 
schnitt 0,8 mg Keton fiir jeden Kubikzentimeter verbrauchten fF 
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270 N. Blixenkrone-Meller, 


Sauerstoff verschwinden (Spalte 16). 1 ccm Sauerstoff kann 1,14 mp 
Acetessigsiure oder 1,03 mg (-Oxybuttersiure verbrennen. [Dp 


mit steigendem Stoffwechsel gefundene Anstieg im Abbau de 
Ketone ist aber nicht ganz regelmiBig, wie aus verschieden, 
Griinden auch nicht zu erwarten ist: 1. Knochen, Haut, Fett uy 
Bindegewebe enthalten beim Schlu8 des Versuches eine gering 


vom Blut hereindiffundierte Menge Keton. Diese ist am gréftexf 
wenn der Ketongehalt des Blutes und der Muskeln am Schhif 
des Versuches am hichsten ist und kann die Ursache fiir def 
auffallend groBen ,,Ketonschwund“ in Versuch 96 und 87 sey - 


In Versuch 96 wurden zum Schlu8 Knochen, Haut, Fett wi 
Bindegewebe fein gemahlen und der Ketonkérpergehalt zu 9 mg.-’, 
bestimmt (d.h. 14°/, der Konzentration im Blut). Dieses Ve. 
halten bedingt einen etwas geringeren, tatsichlichen Ketonschwuni 


2. In langdauernden Versuchen wird wegen des Absinkens def 


Ketonkonzentration die Intensitiit, mit der die Muskeln ¢ 


Ketonkérper verbrennen, herabgesetzt. Dies kann die Ursach§ 
fiir einen verhiltnismaBig geringen ,,Ketonschwund“ im Versuch ‘if 
sein. 3. Zu Beginn der Perfusion enthilt die Muskulatur schaf 
etwas Keton, was aber, wie friiher erwihnt, nie von grofBer Bef 
deutung ist. 4. Wenige Milligramm Keton verschwinden im Oxy-f 


genator. 


In 3 Versuchen (106, 99 und 97, Tab. IV) wurde zur Durch-f 


strémung ein Hinterkérper einer 2 T'age vorher pankreatektomierten 


Katze verwendet. Bei diesen Katzen war eine starke Glykosuri: 

vorhanden. Eine Analyse des Ketongehaltes der Vorderbeinmusku- § 
latur ergab bei diesen Versuchen 5 mg-°/, fiir Versuch 10,5. 
10 mg-°/, fir Versuch 99 und 37 mg-°/, fir Versuch 97. Dif 


hieraus berechnete, beim Beginn des Versuches vorhandene Keton- 
menge in den Muskeln des Hinterkérpers wurde bei der ,,gesamten 


Ketonmenge im Versuchsbeginn“ mitgerechnet. Sowohl bei Rule 
als auch nach Muskelarbeit ist die Ketonverbrennung von gleiche 


GréBenordnung wie in den normalen Muskeln. Die Ketoniimie 
im diabetischen Zustand ist also nicht durch herabgesetzte Keton- 


verbrennung, sondern durch gesteigerte Ketonbildung in der Leber 


verursacht. 


Kinige der Versuche wurden linger als die in der Tabelle 


aufgefiihrte Zeit fortgesetzt. Hierbei zeigte sich, daB innerhalb 


von 2 Stunden der Ketongehalt im Blut und in den Muskeln auf0 & 
oder nahezu 0 absinken kann. Der isolierte Hinterkérper ist also 


imstande, alle in der Leber gebildeten Ketonkérper im gleichen 
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Uber den Abbau von Ketonkérpern. 271 


: Yeitraum selbst dann zu verbrennen, wenn die Ketonbildung in 
der Leber stark erhoht ist. 


Die Tabelle zeigt, daB die Muskulatur die Acetessigsiure 
yuerst und am schnellsten angreift, da sie ja auch die héchste 
Oxvdationsstufe darstellt. 

' Die in den vorliegenden Versuchen gefundenen Werte fiir 


| die Ketonverbrennung in den Muskeln stehen in guter Uberein- 


stimmung mit den von Snapper und Griinbaum (1928) am 


Muskel). 
Die Ketonkérper werden also im Muskel mit einer dem Stoff- 
wechsel entsprechenden Intensitiéit verbrannt. Wenn der Muskel 


'f arbeitet, Andert sich dieses Verhalten nicht. Bei den in diesen 


Versuchen angewandten Ketonkonzentrationen kann die Musku- 
latur etwa 75°/, ihres Energiebedarfes durch die Verbrennung 
yon Ketonkérpern decken. Dies gilt sowohl fiir den Zustand der 
Ruhe als auch wiihrend der Muskelarbeit, wo der Bedarf bis auf 
dus 4- oder 5fache erhéht wird. Die Ketonverbrennung scheint 
also Energie fiir die die Muskelkontraktion bedingenden Prozesse 
liefern zu kénnen. Demnach kann Fett méglicherweise als eine 
Energiequelle fiir die Muskelarbeit dienen, obwohl die Muskeln 
selbst Fett nicht direkt abbauen kénnen: Die Fettsiuren werden 
in der Leber unter Bildung von Ketonkérpern abgebaut, ins Blut 
abgegeben, und kénnen in den Muskeln als Energiequelle fir die 
Kontraktionsprozesse dienen. Der Stoffwechsel des arbeitenden 
Muskels kann also nicht als reiner Kohlenhydratstoffwechsel aut- 
cefaBt werden; in diesem Sinne spricht auch der Befund, daB ein 


: Milchsiureumsatz fiir das Zustandekommen der Muskelkontraktion 


nicht notwendig ist (Lundsgaard 1930). 

Bekanntlich kann man nach linger dauernder, reiner oder 
iiberwiegender Fettkost sogar schwere Muskelarbeit ausfihren. 
Allerdings tritt friiher Miidigkeit ein und die Versuchspersonen 
fiihlen sich eher matt und schlecht als bei Arbeit unter Kohlen- 
hydraternahrung (Krogh und Lindhard 1920, Marsh und Murlin 
1928), Alle mit genauer Versuchstechnik arbeitenden Untersucher 
haben einen geringeren Nutzeffekt der Arbeit bei Fetternihrung 
gegeniiber der bei Kohlenhydraternahrung gefunden. Die Versuche 
wurden an Menschen oder an Tieren vorgenommen, die eine be- 
kannte Arbeit auf dem Fahrradergometer oder in der Tretmiihle 
ausfihrten; vor und wihrend dieser Arbeit wurde der Stofiwechsel 
bestimmt. Der Energieverlust bei einer Arbeit unter Fetternihrung, 
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d. h. bei einem RQ. = 0,71 gegeniiber einer Arbeit bei einem RQ fF 


= 1,0 betrug meistens etwa 10°/, [Frentzel und Reach 190} 
6—11°/,; Anderson und Lusk 1917 8,0°/, (berechnet von Krog} 
und Lindhard), Krogh und Lindhard 1920 11°/,, Marsh und 
Murlin 1928 11—12°/,, Bierring 1931 8,7°/,]. Die Ursache § 
fiir diesen Energieverlust ist indessen nicht ganz klar. Die Azidose 
bei Fettkost kann zwar Ursache der gréBeren Miidigkeit sein, ist 


aber kaum der unmittelbare Grund fiir den geringeren Nutzefiekt, § 


Die wahrscheinlichste Erklirung ist wohl die, daB die Fette irgend- 
wie partiell oxydiert werden miissen, bevor sie als Energiequelle 
fiir die Muskelkontraktion brauchbar sind, wobei ein Teil der 
Energie verloren geht. Man hat an eine Umwandlung zu Kobhlen. 
hydraten gedacht, aber solange der Weg, iiber den eine solche 
Umwandlung erfolgt, unbekannt ist, kann der hierdurch bedingte 
Energieverlust nicht berechnet werden. Chauveau_ berechnete 
einen Knergieverlust von 30°/,, wenn Fett zu einer Kohlenhydrat- 
menge mit gleicher Wasserstofimenge umgewandelt wird und Zuntz 
erhielt einen Verlust von 24,4°/,, wenn vom gleichen Kohlenstofi- 
gehalt ausgegangen wird. Beide Werte liegen héher als die empi- 
risch gefundenen Verluste. Nach den hier vorliegenden Versuchen 
kénnte der Energieverlust dadurch auftreten, daf die Fettsiiuren 
in der Leber zunichst zu Ketonkérpern abgebaut werden, die 
dann als Energiequelle bei der Muskelarbeit dienen. Solange die 
Gleichung fiir diese Umwandlung nicht sicher feststeht, ist «lie 
Berechnung des Verlustes nicht méglich. Wenn, wie friiher an- 
genommen (Blixenkrone-Moller 1938), 1 Mol Fettsiure —> 4 Mol 
8-Oxybuttersiiure bildet, wird der ProzeB folgender: 


C,,H;,,COOH + 50, = 4CH,CHOHCH,COOH 
256 416 


256 x 9,3 = 2881 Kal. 416 x 4,7 = 1955 Kal. 


Hiernach wird der Energieverlust: 


(23881 + 1955) x 100 
————________—_ — 17,.9°/.. 
2381 7,9 I 


Dieser Energieverlust ist gréBer als der bei Arbeitsversuchen 
unter Fetternihrung gefundene, liegt aber niher bei den exper'- 
mentell gefundenen Werten als die anderen theoretisch berech- 
neten Verluste. In Anbetracht der Unsicherheit, die zwangslintig 
mit derartigen Arbeitsversuchen verbunden ist, kann man vielleicht 
keine bessere Ubereinstimmung als die hier gefundene erwarten. 
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Folgende anderen Verhiltnisse kénnen weiter noch von KinfluB 
sein: In den Arbeitsversuchen wurde damit gerechnet, daB der 
Zusammenhang von RQ. und dem Calorienwert fiir eine Arbeits- 
einheit auch bei den Grenzwerten des RQ. villig geradlinig ver- 
liuft, was unbewiesen ist. Weiter kann die wihrend der Arbeit 
unter Fettkost vorhandene Ketonimie, die ja eine Ansammlung 
yon sauren, unvollstindigen Abbauprodukten ist, die Bestimmung 
des RQ. beeinflussen. Eine mégliche Bildung und Retention von 
anderen partiellen Oxydationsprodukten wie z. B. Glykogenablage- 
rung aus Fett oder KiweiB oder Bildung von Doppelbindungen, 
alles Prozesse mit einem niedrigen RQ., kénnen auch den ge- 
samten RQ. veriindern, so dab die Muskeln etwas Kohlenhydrat 
oxydiert haben kénnen, obwohl der Gesamtorganismus einen RQ. 
von 0,71 hat. Dieses Verhalten wiirde bewirken, da® der Energie- 
verlust fiir Arbeit bei reiner Fetternihrung zu niedrig geschiitzt 
wird. AuBerdem ist der Teil des Fettabbaues, der in der Leber 
in Form der Ketonbildung vor sich geht, nicht mit Sicherheit 
als ,,Stoffwechseliiberschu8“ vollkommen verloren, sondern ver- 
mutlich bis zu einem gewissen Grade am Basalstoffwechsel der 
Leber beteiligt. 

Ks ist wahrscheinlich, daB die Fettsiiuren nach vorhergehender 
Umwandlung zu Ketonen fiir die Muskelarbeit Verwendung finden 
kinnen. Da aus den Fettsiuren auch Kohlenhydrate gebildet 
werden kinnen, wird vermutlich ein geringer Teil zu Kohlen- 
hydraten umgewandelt und als solche verwendet. Da aus Kiweib- 
stofien auch Ketonkirper und Zucker gebildet werden, kénnen 
diese auch als Energiequelle fiir die Muskelarbeit dienen. 

Die Ketone sind also fiir den Organismus héchst wertvolle 
Stoffe, die als physiologische Produkte aufgefaBt werden kénnen, 
welche die Leber aus Fettsiiuren bildet, wenn der Ernihrungs- 
bedarf des Organismus nur in geringem Grade aus Glucose gedeckt 
wird. Die Leber kann so 2 ,,Stofiwechseltypen“ haben: 

Unter iiblichen Ernihrungsbedingungen befindet sich Glykogen 
in der Leber, das aus Kohlenhydraten aufgebaut ist, die vom 
Darm resorbiert oder aus abgebauten Eiweif- und Fettstoffen 
stammen. Von dem Glykogenbestand wird stiindig Glucose zur 
Aufrechterhaltung des Blutzuckers an das Blut abgegeben. Dieser 
Stoffwechsel kénnte als der ,,Kohlenhydrattyp* bezeichnet werden. 
Wenn vom Darm keine Kohlenhydrate aufgenommen werden 
nanition, Kohlenhydrathunger), oder groBe Mengen Glucose durch 
den Urin verloren gehen (Phlorrhizindiabetes, Diabetes mellitus, 
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Pankreasexstirpation) oder vielleicht die Fahigkeit der Kohlen- 
hydratverbrennung vermindert ist (Diabetes mellitus? Pankreas- 
exstirpation?), kann der Nahrungsbedarf des Organismus nicht durch 
Glucose befriedigt werden. Als Ausdruck fiir dieses Verhalten 
enthalt die Leber wenig oder kein Glykogen. Der Fettabbau wird 
gesteigert und das Fett wandert von der Peripherie in die Leber, 
Aus dem dort abgebauten Fett werden Ketonkérper gebildet, die 
ans Blut abgegeben werden und als Energiequelle fiir die Zelley 
des Organismus dienen kénnen. Dieser Stoffwechseltyp kann als 
Hettyp* bezeichnet werden. Wenn in einer solchen Leber Glykoge 
abgelagert wird, kann der Leberstoffwechsel mehr oder weniger 
schnell wieder in den Kohlenhydrattyp iibergehen, die Ketonbildung 
nimmt ab und die Ketone, die sich im Blut und Gewebe finden, 
verbrennen schnell. 


Zusammenfassung. 


1. Ein Vergleich der Ketonbildung in der Leber von pankreat- 
ektomierten Katzen mit dem Ketonkérpergehalt des Urins zeizt, 
daB viel Keton im Organismus abgebaut werden muB. 

2. Die Fiahigkeit der Leber und der Muskeln, Ketone ab- 
zubauen, wurde untersucht. Als Versuchstiere dienten Katzen, 
deren Leber oder Hinterkérper mit ketonreichem, defibriniertem 
Katzenblut durchstrémt wurde. 

3. Die Leber kann nur in geringem AusmaBe Ketone ab- 
bauen. Dies gilt auch fiir die Leber mit Kohlenhydratverbrennung 
und Glykogenablagerung. 

4, Es wurden teils ruhende, teils elektrisch gereizte Muskeln 
untersucht, die eine Arbeit verschiedener GréBe ausfiihrten. Be- 
sonders in den arbeitenden Muskeln findet eine lebhafte Keton- 
verbrennung statt. Die Ketonverbrennung verliuft der GréBe des 
Stoffwechsels einigermaBen proportional. Der Stoffwechsel der 
arbeitenden Muskeln ist also kein reiner Kohlenhydratstoffwechsel. 
Die Verbrennung von Ketonkérpern kann Energie fiir den [\on- 
traktionsprozeB liefern. 

5. Muskeln von pankreatektomierten Katzen verbrennen Ketone 
mit der gleichen Intensitiit wie normale Muskeln. 

6. Fette kénnen als Energiequelle fiir die Muskelarbeit diene, 
indem die Fettsiiuren in der Leber zu Ketonen abgebaut, ans Blut 
abgegeben und in den Muskeln verbrannt werden. Wenn wit 
Bildung von 4 Mol. Ketonkérpern aus jedem Mol. Fettsiure ge- 
rechnet wird, betriigt der Energieverlust hierbei 17,9°/,. 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Harnporphyrine. 
Von 
Wilhelm Grotepass. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Klinik fiir innere Medizin der Universitit Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1938.) 


Seit einer Reihe von Jahren ist unsere Kenntnis der bei Por- 
phyrien mit dem Harn ausgeschiedenen Porphyrine durch zahlreiche 
Untersuchungen erweitert. Von groBer Bedeutung fiir die spiteren 
Forschungen war die Tatsache, da8 Hijmans van den Bergh’) 
und Mitarbeiter in Zusammenarbeit mit Hans Fischer zeigen 
konnten, dab im Harn eines Porphyrie-Patienten Koproporphyrin LI 
vorkam, wihrend bis dahin nur Porphyrine isoliert waren, die sich 
vom Aetioporphyrin I ableiten lefen. Es wiirde zu weit fiihren, 
um alle Ergebnisse anzufiihren, die bisher bei den zahlreichen 
Untersuchungen der Porphyrien erhalten wurden. 

AuBer den charakteristischen Porphyrie-Fallen findet man 
jedoch auch erhéhte Mengen Porphyrin im Urin als Folge yon 
Schlafmittelabusus und Bleivergiftung. 

Hans Fischer?) fand bei einer toxischen Porphyrie nach 
iibermaBigem Gebrauch von Schlafmitteln ein Uroporphyrin vom 
Schmelzp. 279—280°, das nach Decarboxylierung in Kopro- 
porphyrin [ itiberging. Im Gegensatz hierzu isolierten wir’) bei 
einem Fall von Bleivergiftung Koproporphyrin III. Diesen Befund 
kénnen wir jetzt auf mehrere Fille iibertragen. Es gelang uns 
nimlich, aus dem Harn sechs weiterer Patienten mit Blei- 
vergiftung das Porphyrin zu isolieren. Die sechs Methylester 
waren alle identisch mit Koproporphyrin I1I-tetramethylester. 
Auf Grund dieser und der inzwischen im Schrifttum erschienenen 
Ergebnisse*) ist es wohl als sehr wahrscheinlich anzusehen, dati 
bei der Bleivergiftung immer Koproporphyrin III als Hauptbestand- 
teil der Porphyrine im Harn ausgeschieden wird. 

Von Interesse ist auch die Frage, welche Porphyrine bei 
verschiedenen Krankheiten ausgeschieden werden. 

Dobriner®) beschreibt eine groBe Zahl von Krankheitsfillen, 
bei denen er das Porphyrin aus dem Harn isolierte und dessen Iso- 
merie durch Schmelzpunktbestimmung identifizierte. So soll Kopro- 
porphyrin I bei katarrhalischem, hiimolytischem, Stauungsikterus, 
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bei atrophischer Lebercirrhose, Hodgkins Erkrankung, Lympho- 
sarkom der Leber, Lungenabsze8 und Lappenpneumonie im Urin 
auftreten; Koproporphyrin III bei Melanosarkom der Leber, 
atrophischer Lebercirrhose und Pigmentcirrhose der Leber. 

Die von Dobriner aufgearbeiteten Harnmengen sind jedoch 
zu klein, um festzustellen, ob neben diesen Porphyrinen auch 
noch andere Isomere vorhanden sind. Um ein deutliches Bild 
yom Porphyrinstoffwechsel bei Gesunden und Kranken zu erhalten, 
ist es daher notwendig, gréBere Harnmengen aufzuarbeiten. Vor 
allem ist es unerliBlich, die Verhiiltnisse im Urin gesunder 
Menschen gut zu studieren, um die Grundlage zu weiteren Unter- 
suchungen bei Kranken zu besitzen. 

Der erste Versuch in dieser Richtung wurde im vorigen Jahre 
yon H. Fink®) unternommen. In Zusammenarbeit mit Hoerburger 
arbeitete Fink gréBere Mengen Mischharn von drei minnlichen 
Personen und auferdem den Harn einer normalen Person auf. 
Fink filtrierte den Harn von p,, 3,6 durch eine Seitzsche Filter- 
masse, die den umgekehrten Ladungssinn hat wie das kolloide 
Porphyrin im Harn. Bei dieser Arbeitsweise wird das Porphyrin 
quantitativ adsorbiert und kann bei schwach alkalischer Reaktion 
oder durch AufgieBen von Kisessig eluiert werden. 

Nach weiterer Reinigung und Uberfiihrung in den Methyl- 
ester konnten Fink und Hoerburger Krystalle gewinnen, die 
sich als Koproporphyrin I-tetramethylester erwiesen. 

Das Porphyrin in den Mutterlaugen konnte Fink nicht zur 
ganz einheitlichen Krystallisation bringen, vermutet jedoch auf 
Grund mehrerer Anzeichen, daB es sich um Koproporphyrin I[II- 
tetramethylester handelt. 

Fink schreibt in seiner Arbeit: ,,Das endgiiltige Ergebnis 
dieser Untersuchungen ist die Tatsache, dab im Harn des Gesunden 
Koproporphyrin I als integrierender Bestandteil und als normales 
Stoffwechselprodukt vorkommt.“ 

Auch C.J.Watson‘) hat den Porphyrinen des normalen Harns 
seine Aufmerksamkeit geschenkt. Er konnte 0,18 mg Methylester 
eines Porphyrins isolieren, welches jedoch nur einen unscharfen 
Schmelzpunkt von 218—223° zeigte, wihrend der Koproporphyrin I- 
ester von H. Fischer bei 245—246° schmilzt. Von dem zweiten 
Porphyrin konnte wegen der geringen Menge kein Schmelz- 
punkt bestimmt werden. Auf Grund der Krystallform und der 
spektroskopischen Daten schlieBt Watson, daf in normalem Harn 
Koproporphyrin I und III vorkommt. 
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Da in keiner der beiden oben angefihrten Arbeiten Kopro- 
porphyrin III mit Sicherheit identifiziert wurde noch das Mengen- 
verhiltnis von Koproporphyrin I zu Koproporphyrin IIT festgelegt 
wurde, hielten wir es fiir notwendig, diese Frage einwandfrei zu 
beantworten. 

Dies ist jedoch nur dann méglich, wenn man sich der Miihe 
unterzieht, auBergewohnlich grobe Mengen Harn normaler Menschen 
aufzuarbeiten. Da es uns auf Grund quantitativer Bestimmung 
der Fluorescenz bekannt war, dab in einem Liter normalen Harns 
etwa 0,02 mg Porphyrin enthalten ist, konnten wir erwarten, aus 
10000 Litern Urin etwa 200mg Porphyrin zu isolieren. Diese Menge 
wiire dann ausreichend, um die isomeren Porphyrine voneinander 
zu trennen und deren Mengenverhiltnis zueinander zu bestimmen. 

Wir verarbeiteten im Verlaufe einiger Monate 10000 Liter 
Mischharn gesunder Minner und Frauen. Nach Adsorption der 
Porphyrine in schwach essigsaurem Milieu an gegliihte Infusorien- 
erde, enthielt der iiberstehende Harn keine Spur eines Porphyrins 
mehr. Die Infusorienerde wurde mit Athanol und 10°/,igem 
Ammoniak in der Wirme eluiert und das Filtrat nach der 
Fischerschen Methode aufgearbeitet. Zur Reinigung der Extrakte 
empfiehlt sich die Anwendung von Athylacetat. Nach Ausfiillen 
der Porphyrine wurden 208 mg trockenes Rohprodukt erhalten. 

Nachdem die Porphyrine verestert waren, wurden mit Hilfe 
fraktionierter Krystallisation 1. 96 mg Kopro I-tetramethylester 
mit dem Schmelzp. 242—243° und 2. 87 mg Kopro III-tetra- 
methylester mit dem Schmelzp. 147° (unkorr.) erhalten. 

Proto-, Meso- und Uroporphyrin konnten bei der Verarbeitung 
weder im iiberstehenden Urin, noch im Eluat aus der Infusorien- 
erde nachgewiesen werden. 

Da das Filtrat vom Kopro [[I-tetramethylester noch einige 
Milligramme Porphyrinester enthielt, die wegen der groBen Lis- 
lichkeit dieses Esters nicht mehr als Krystalle abgeschieden 
werden konnten, kommen wir zu der SchluBfolgerung, daf nor- 
maler Harn Koproporphyrin I und [II zu etwa gleichen Gewichts- 


teilen enthilt. 
Versuchsteil. 


50 Liter Mischharn gesunder Miinner und Frauen wurden unter Um- 
riihren mit 200 ecm Eisessig und 500 g gegliihter Infusorienerde versetzt. 
Nach 8 Stunden konnte der iiberstehende Harn abgegossen werden. Die aut 
dem Boden des GefiBes abgesetzte Infusorienerde wurde mit weiteren 
50 Litern Harn und 200 cem Eisessig unter Umriihren gemischt. Nach 
dieser Methode konnten tiiglich miihelos 150 Liter Urin verarbeitet werden. 
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Die Adsorption der Porphyrine an die Infusorienerde wurde aut diese 
Weise fortgesetzt. Nach je tausend Litern Harn wurde frische Infusorien- 
erde verwendet. Die gesamte Menge des Adsorbens (5 kg Infusorienerde) 
wurde durch Filtration vom restlichen Urin befreit und mit wenig Wasser 
eewaschen. Um bei der Elution der Porphyrine eine gute Filtration zu 
erméglichen, wurde die Infusorienerde in einigen Litern Athanol suspendiert 
und mit 10°/,igem Ammoniak bis zu deutlich alkalischer Reaktion versetzt. 
Beim Erwirmen auf dem Wasserbad gingen die Porphyrine und eine groBe 
Menge brauner Farbstoffe in Lésung. Die Infusorienerde wurde abgenutscht 
und solange mit warmem ammoniakalischem Athanol nachgewaschen, bis 
das Filtrat wasserhell wurde. 

Das dunkelbraune, stark fluorescierende Filtrat wurde mit viel Wasser 
verdiinnt und stark essigsauer gemacht. Die quantitative Extraktion der 
Porphyrine geschah mit ‘Ather nach der Fischerschen Methode. Hierbei 
muf yor allem darauf geachtet werden, daB der Ather alkoholfrei gewaschen 
wird und das Waschwasser erneut mit Ather extrahiert wird. Die ver- 
einigten dunkelbraunen Athermengen wurden mit 5°/,iger Salzsiure bis 
zur negativen Fluorescenz ausgeschiittelt, wobei auber den Porphyrinen 
braune Farbstoffe in die Salzsiiure gehen. Bei wiederholter Reinigung der 
a4 rakte nach der Fischerschen Methode iiber Ather und 5°/,iger oder 

»/,iger Salzsiure gelingt es nicht, die letzten Neste stérender Farbstofie 
zu entfernen. Reinigt man jedoch einige Male iiber Athylacetat und schiittelt 
die Porphyrine mit 2°/,iger Salzsiiure aus, dann bleiben schmutzig griin- 
braune Farbstoffe im Athylacetat, wiihrend die salzsauren Porphyrinlésungen 
himbeerrot erscheinen. 

Die Porpbyrine werden zum Schlu8 nochmals in Ather gebracht und 
hieraus mit wenig 5°/,iger Salzsiure extrahiert. Nach Abdampfen des 
Athers im Vakuum werden die Pigmente ausgefillt und abzentrifugiert. 
Nach Wasechen mit schwach essigsaurem Wasser und Trocknen iiber 
Phosphorpentoxyd im Vakuum erhielten wir 208 mg Rohporphyrin. Die Por- 
phyrine wurden nach der bekannten Methode mit Methanol verestert und 
in Chloroform gebracht. Die Chloroformlésung wurde auf ein kleines 
Volumen eingedampft und heifer Methylalkohol zugefiigt. Bei Zimmer- 
temperatur krystallisierte alsbald ein Teil der Porphyrine in schénen, 
gebogenen Nadeln, welche an die Krystalle des Koproporphyrins I-tetra- 
methylesters erinnerten. 

Nach Absaugen der Krystalle schieden sich im Verlauf der nichsten 
24 Stunden bei Zimmertemperatur noch weitere Krystalle von demselben 
Typus ab. Diese Krystalle wurden ebenfalls abfiltriert und mit der Haupt- 
menge vereinigt. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad vorsichtig etwas 
eingedampft und im Ejisschrank bewahrt. Nach 48 Stunden hatten sich 
Krystalle abgeschieden, die unter dem Mikroskop biischelférmig angeordnete 
derbe Nadeln zeigten. Ihre Form stimmte mit der des Koproporphyrin III- 
tetramethylesters iiberein. Nach dem Abfiltrieren dieser Krystalle war das 
Filtrat noch stark rotgefirbt. Nach weiterem Einengen dieser Losung 
schieden sich nach liingerem Stehen im Eisschrank Krystalle von derselben 
Form ab. Nach einmaligem Umkrystallisieren betrug die Ausbeute der zuerst 
ausgeschiedenen Krystalle 96 mg, wihrend aus der zweiten Fraktion 87 mg 
erhaltem wurden. Die Schmelzpunkte lagen bei 242° bzw. 146° (unkorr.). Zur 
Elementaranalyse wurden die beiden Ester noch einige Male umkrystallisiert. 
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A. Schmelzp. 242—243° (unkorr.). Die Mischschmelzpunktbestimmung 
ergab mit Kopro I-tetramethylester keine Depression (Mischschmelzp. 243° 
bis 244° unkorr.). 

Messung des Spektrums im gro8en Gitterspektroskop nach Liwe 
Schumm von der Firma C. Zeiss: 


Spektrum in Chloroform: Ber 
Maxima: I 621,1 uu II 566,6 wu III 532,6 uu IV 498,8 uu. 
Die Elementaranalyse stimmt auf den Tetramethylester eines Kopro- 
porphyrins. 
4,440 mg Subst.: 11,090 mg CO,, 2,630 mg H,O, kein Riickstand. - 
2,389 mg Subst.: 2,990 mg Agl. 
C,,H,0sN, Ber. C 67,57 H 6,58 OCH, 17,47 
Gef. ,, 67,96  ,, 6,62 » teee. 
Auf Grund der Analyse, dem Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 
ergibt sich, daB dieses aus normalem Harn isolierte Porphyrin mit Kopro. as 
porphyrin I identisch ist. _— 
B. Schmelzp.147°(unkorr.). Die Mischschmelzpunktbestimmung mit Kopro- FF °5' 
III-tetramethylester ergab keine Depression (Mischschmelzp. 147° unkorr,), in | 
Spektrum in Chloroform: 
Maxima: I 621,3 uu Il 566,7 uu IL 532,7 wu ITV 498,4 wu. nes 
Die Elementaranalyse stimmt auf den Tetramethylester eines Kopro- di Q 
porphyrins. , 
5,269 mg Subst.: 13,090 mg CO,, 3,120 mg H,0, kein Riickstand. — BF "°° 
3,686 mg Subst.: 4,735 mg Agl. Ace 
C,yH.O.N, Ber. C 67,57 H 6,53 OCH, 17,47 aul 
Gef. ,, 67,79 » 6,63 » 16,98. | der 
Aus den unter B. angefiihrten Daten ergibt sich, daB die aus der zweiten JB red 
Fraktion erhaltenen Krystalle mit Kopro III-tetramethylester identisch sind. Lite 
Zusammenfassung. B ges 
1. Aus 10000 Litern Mischharn normaler Personen wurden 1M 
die Porphyrine mit Hilfe der Adsorption an Infusorienerde in _ 
essigsaurem Milieu isoliert. tutt 
2. Es wurden 96 mg Kopro J-tetramethylester und 87 mg da 
Kopro I{I-tetramethylester erhalten, so daB hieraus geschlossen esl 
werden kann, daf in normalem Harn die beiden isomeren Kopro- ttiha 
porphyrine in etwa den gleichen Gewichtsanteilen vorkommen. sal 
3. Proto- und Uroporphyrin konnten nicht nachgewiesen werden. 
; Sam 
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| Berichtigung zu einer Arbeit von du Vigneaud und Irish’). 
A. Yon 
pro- & F. Knoop. 


(Aus dem Physiolog.-chemischen Institut zu Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. April 1938.) 


ankt du Vigneaud und [rish haben am Beispiel der von uns 
Pm | dargestellten Phenylaminobuttersiiure die wichtige Tatsache fest- 
pro: [P gestellt, daB der Tierkérper Aminosiuren der unnatiirlichen Reihe 
rr). | in ihre optischen Antipoden verwandeln kann. 


Als wir 1910 nachweisen konnten, da der Tierkérper Amino- 
siuren aus N-freien Stoffen + NH, aufbauen kann, isolierten wir 
die Produkte dieser wichtigen Synthese als Acetylderivate; ebenso 
nach uns Neubauer und Warburg. Die Frage, was diese 
Acetylierung zu sagen habe, beantworteten wir mit dem Hinweis 
auf eine Reaktion von Erlenmeyer und de Jong, die wir aus 
der alten Literatur anzogen als klassischen Beleg fiir Oxydo- 


t. 


pro- 


iten J reduktionen, lange bevor dieser Begriff in der physiologischen 
ind. Literatur auftrat: 2 Mol Brenztraubensiure gehen, wenn NH, zu- 
gegen ist, eine Art Cannizzarro ein und bilden iiber Iminosiure 

len { Mol Aminosiure + 1 Mol Essigsiure, die als Acetylrest der 
in | neuen Aminosdure anhingt. Der Tierkérper scheidet nun ver- 
| fiitterte d,l-Phenylaminobuttersiure als d-Acetylprodukt aus; und 

mo §— da die Ketonsiure die gleiche d-Acetylaminosiure liefert, leiteten 
sty wir ab, daB die Acetylierung iiber die Keton- bzw. Iminosiure 
ro. | tihrt und da8 die dafir erforderliche Reduktion von Brenztrauben- 
en, siure geleistet wiirde, wie Erlenmeyer das in vitro gezeigt hatte. 
en, Wir haben spiter eine ganze Anzahl von Substanzen zu- 


sammen mit der Phenylaminobuttersiure verfiittert, die als Vor- 
stufen der Essigsiure in Frage kommen konnten: Keine lieferte 
soviel Acetylprodukt wie Brenztraubensiure. Aber der Beweis, 
da8 der Acetylierung wirklich eine Dehydrierung zum inaktiven 
Zwischenprodukt vorhergehen miisse (Ketonsiure oder besser Imino- 
siure), konnte durch nichts besser geliefert werden als durch den 


) J. of Biol. Chem. 122, 349 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLIII. 20 
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Versuch, ob verfiitterte 1-Aminosiiure als acetylierte d-Aminosiiuye 
ausgeschieden wurde. Mit diesem Beweis war William C. Rose & 


1913 in meinem Laboratorium in Freiburg beschiftigt, als ihn eiy 
Ruf nach Galveston zwang, die Arbeit zu unterbrechen. Es kam (de; 
Krieg, und wir haben die Frage nicht wieder aufgenommen. 

Jetzt haben du Vigneaud und Irish in ausgezeichneten 
Versuchen diesen Beweis geliefert und damit gezeigt, daB der 
Tierkérper Aminoséuren der unnatiirlichen Reihe in ihre Stereo. 
meren umwandeln kann — ein physiologisch gewiB héchst wichtiger 
Beleg fiir die Bedeutung der Fahigkeit des Organismus, die C—\N. 
Doppelbindung des Zwischenprodukts Iminoséure zu _hydrierey 
und atypische Aminosiuren so nutzbar zu machen. 

Ich glaube, daf die sehr weitsichtigen und sorgfiltigen Unter. 
suchungen dariiber hinaus viel Material enthalten, das in Hinsicht 
auf die Befunde von Felix iiber die Verschiedenartigkeit «les 
Abbaues der isomeren Aminosiuren von Wert werden kann. Aber 
in einem Punkte haben uns die Autoren miBverstanden: sie 
meinen, wir hiatten die Méglichkeit, daB Brenztraubensiure bei 
dieser Acetylierung der Wasserstoffdonator sei, aufgegeben. Datiir 
zitieren sie einen Passus, der das zu belegen scheint’). Aber sie 
haben iibersehen, daB wir in dem vorangehenden Absatz_ iiber 
den Abbau der Aminosauren gesprochen und die Frage diskutiert 
haben, ob etwa auch dem Abbau eine derartige Acetylierung 
der Aminosiuren vorangehe. Dieses lehnten wir ab, weil Acetyl- 
phenylalanin schlechter abgebaut wird als Phenylalanin selbst. 
besonders aber, weil das d-Acetylprodukt, das wir als dem natiir- 
lichen Phenylalanin entsprechend ansahen, schlechter angegriffen 
wurde, als das 1-Produkt. Das wire auch heute noch wobl 
zwingend, wenn du Vigneaud und Irish nicht gefunden hiitten, 
daB die Acetylprodukte umgekehrt drehen wie die freien Amino- 
siuren, also das 1-Acetylprodukt dem natiirlichen d-Phenyalanin 


entspricht. Daraufhin sind die Autoren im Recht, wenn sie die | 


Beweiskraft dieser Logik als hinfallig bezeichnen. Da aber beide 
stereomeren Acetylprodukte schlechter angegriffen werden als das 
freie Phenylalanin, so scheint eine intermediire Acetylierung beim 
Abbau iiberhaupt unwahrscheinlich und diese ganze Frage kaum 
noch wichtig. 

Uber die Rolle des H-Donators beim Aufbau haben diese 
Teile unserer Arbeit nichts aussagen wollen. Die Uberzeugung. 


2) Diese Z. 146, 272 (1925). 
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Berichtigung zu einer Arbeit von du Vigneaud und Irish. 988 


da® die Brenztraubensadure hier eine ganz wesentliche Rolle spielt, 
hat sich seither noch vertieft. Ich habe inzwischen [Diese Z. 148, 
302 (1925)] ausgeftihrt, daB den Aminosiiuren die Eigenschaften 
einer Art Ferment zukommen, wenn die erste Abbauphase reversibel 
ist und sie so die Fahigkeit haben, sowohl als H-Donatoren wie 
auch mit der C—N-Doppelbindung in Form ihrer Iminosiuren 
als H-Acceptoren zu fungieren. In der letzteren Kigenschaft sind 
sie also quasi Dehydrasen. Diese Auffassung hat sich betreffs 
der C-—N-Doppelbindung in der modernen Enzymchemie bestiitigt: 
die wirksame Gruppe im gelben Ferment und in der Codehydrase 
ist die C—N-Bindung im Ring des Lactoflavins und des Nicotin- 
siiureamids, 

Uber den Abbau der Brenztraubensiiure zu Essigsiiure wissen 
wir wenig. Das aber steht fest: Durch die Iminosiiuren kann 
sie unter Decarboxylierung zu Essigsiure dehydriert werden. Das 
beweisen unsere Versuche iiber die physiologische Acetylierung 
der Aminosiuren unter Zugabe von Brenztraubensiure. Und 
neuerdings vertreten diese Auffassung du Vigneaud und Irish 
in der hier zitierten Arbeit. Die Rolle der vielseitigen Brenz- 
traubensiiure gegeniiber den Iminosduren ist also die eines Wasser- 
stoffdonators. Diese Vorstellung haben wir 1910 in die physio- 
logisch-chemische Literatur eingefiihrt und haben sie nie ver- 
lassen. Sie ist auch im nichstfolgenden Abschnitt noch folgender- 
maSen formuliert worden: ,,Trifft nun z. B. die «-Iminophenyl- 
buttersiure auf Brenztraubensiiure, so sind die Bedingungen zu 
einer solchen gekoppelten Reaktion gegeben, und auf diese Weise 
entsteht die Acetylaminosiure. DaB der Organismus imstande 
ist, diese Reaktion zu katalysieren, beweisen unsere schon 1910 
publizierten Befunde.“ 


Damit ist dieses Mifverstindnis hoffentlich geklirt. 


Anmerkung bei der Korrektur: Auf dem internationalen KongreB 
fiir Chemie in Rom hat soeben am 18. Mai 1938 Hans v. Euler in seinem 
zusammenfassenden Vortrage ,,Uber Vitamine, Hormone und ihre Vorstufen 


in unserer Nahrung und in unseren Organen“ diese irrtiimliche Auffassung 


der amerikanischen Kollegen iibernommen — da keine Diskussion vor- 
gesehen war, konnte ich ihm nur privatim mitteilen, was hier schon im 
Druck war. 
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Bemerkungen zu der ,,Berichtigung zu einer Arbeit 
von du Vigneaud und Irish“ von F, Knoop”. 
Von 


Vincent du Vigneaud. 


(Aus dem Department of Biochemistry, George Washington University Medical School, 
Washington, D.C., U.S.A.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1938.) 


Herr Professor Knoop hatte die Freundlichkeit, uns den 
Wortlaut seiner ,,Berichtigung* zu unserer Arbeit, iiber die Rolle 
der Acetylderivate als Zwischenprodukte in dem biologischen Aut- 
bau der Aminosiuren von den Ketosiiuren, vor ihrem Erscheinen 
in dieser Zeitschrift sehen zu lassen. Wir sind Herrn Prof. Knoop 
dankbar fiir die allgemeine Annahme unserer Ergebnisse; und es 
gibt uns eine gewisse Genugtuung, daB seine und unsere An- 
sichten iiber die Bedeutung der Acetylierungstheorie im Gebiet 
des intermediiren Stoffwechsels der Aminosiuren iibereinstimmen. 
Aber wir bedauern, daB Dr. Knoop nicht ganz einig geht mit 
unserer Interpretation des Aufsatzes von Knoop und Blanco 
,Uber die Acetylierung von Aminosiuren im Tierkérper“. 

Der wichtigste Punkt in der Frage ist die Bedeutung der 
folgenden Satze, die wir in unserer Arbeit zitiert haben, und die 
aus dem Artikel von Knoop und Blanco stammen: 


Das beweist u. E. besonders deutlich, daf fiir diese Aminosiiure ein 
AcetylierungsprozeB als normaler Vorgang nicht in Betracht kommt. Diese 
Vorstellung ist also fiir den vorliegenden Fall zu verlassen. — Es miissen 
andere Griinde fiir die Acetylierung auch der 2 Homologen vorliegen und 
wir vermuten, daB dieselbe einfach das Ergebnis einer Reaktionsf ihigkeit 
einer intermediiren Abbauphase mit anderen Stoffwechselzwischenprodukten 
darstellt, ohne da8B darin ein besonderer Nutzen fiir den Tierkérper zu 
liegen braucht.“ 


Beziiglich dieser Stelle weist Knoop darauf hin, daB er in dem 
vorherigen Absatz tiber den Abbau der Aminosiuren gesprochen 
hat, und daB er die Experimente mit dem Acetylphenylalanin 
von diesem Gesichtspunkte unternommen hat. Knoop sagt in 





) Vgl. voranstehende Mitteilung. 
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seiner ,,Berichtigung“, dai der obige Absatz sich bloB auf das 
Aufgeben der Theorie der Acetylierung beim Abbau und nicht auch 
auf den Aufbau bezieht. Es ist uns klar, daB die Verfasser in 
dem vorherigen Absatz blof iiber den Abbau der Aminosiuren 
cesprochen haben, aber wir konnten nicht umhin den zitierten 
Absatz dahin auszulegen, dab sie nicht blof den Abbau, sondern 
auch die Rolle der Acetylierung im allgemeinen intermediiiren 
Stoflwechsel meinten. Es scheint uns schwierig, diesen letzten 
Satz des obigen in Irage gestellten Absatzes anders aufzufassen. 

Am Beginn des obigen Absatzes ist besonders hervorgehoben, 
daB der Tierkérper im Falle der Phenylaminobuttersiiure und 
der Phenylaminoessigsiure die Acetylderivate leichter angreift, 
die er selber aufbauen kann. Man wiirde dann auch erwarten, 
daB dasselbe fiir Phenylalanin zutriife. Die Verfasser heben aber 


len den Punkt hervor, dab das Isomere des Acetylphenylalanins, 
lle welches leichter oxydiert wird, das unnatiirliche ist. Insbesonders 
ul- sagten sie in dem Absatz direkt vor dem ersterwihnten Passus: 
- ,, Wihrend nun im Falle der zwei kérperfremden aromatischen Amino- 
oF siuren die Form, die sie selbst bei der Acetylierung synthetisch zu bilden 
es vermégen, auch leichter angreifbar ist, ist bei dem physiologischen Pheny] 
ne alanin die natiirliche Komponente als Acetylprodukt schwerer angreif bar.“ 
iet §F Man kann der Folgerung kaum entgehen: sollten die Resul- 
n. tate mit Phenylaminobuttersiure auf Phenylalanin iibertragen 
ut werden kénnen, und die Reaktion im obigen Paragraphen als 
C0 eine allgemeine Reaktion fiir Phenylalanin stattfinden kénnen, 
dann wiirde der Tierkérper das unnatiirliche Acetylphenylalanin 

er selher aufbauen. Diese Uberlegung fiihrt zu einem Widerspruch, 
le die Acetylierung kann auf dieser Basis natiirlich nicht als eine 
| uormale Reaktion im Stoffwechsel des Phenylalanins betrachtet 

in werden, weder im Abbau der Aminosiure selbst noch im Aufbau 
” aus der entsprechenden Ketosiure. Nachdem die Identitit des Iso- 
meren des Acetylphenylalanins in unserer friiheren Arbeit aufgeklirt 
at war, kann man leicht sehen, daB die Daten fiir Phenylalanin gut mit 
n denen fiir Phenylaminobuttersiure im Einklang sind und daf die 
iu Acetylierungsreaktion von besonderem Nutzen im Aufbau gewisser 


Aminosiiuren im Tierkérper sein kénnte. 


it 7, . ee . ml . . a Z 

Es ist fiir diese Frage noch wichtig, dai Knoop und 

n ' ' e ; ‘ re 
Blancos Aufsatz nichts enthilt, was einen Vergleich zwischen 

n 


Phenylalanin selbst und irgendeiner der isomeren Acetylderivate 
ermiglichen wiirde. Der Aufsatz bringt keine Resultate zu dieser 
Frage, ja die Frage wurde nicht einmal erwiihnt. 





986 V.duVigneaud, Bemerkungen zu einer Berichtigung von F. Knoop, 


Knoop und Blanco geben in der weiteren Diskussion eine 
Krklirung der Acetylierung in Fallen, wo es bekannt ist, dag 
solche Acetylierung auftrat, wie z. B. im Falle der Phenylamino. 
buttersiure. Die Rolle der Brenztraubensiure war hervorgehober, 
Ks war klar, daB Knoop und Blanco den Brenztraubensiiure. 
mechanismus nicht aufgegeben hatten in Fiillen, wo es bekanni 
war, dab Acetylierung stattfand; wir haben nichts veréffentlich 
was dem widerspricht. Wir sagten: 

» he belief that the keto acid is an intermediary step in the cata. 
bolism of amino acids and that the keto acid can be converted to the amino 
acid in the body was not abandoned by Knoop since the experimental 
results with phenylalanine did not affect these aspects of the theory. In 
fact, further work by Knoop and co-workers has emphasized the metabolic 
importance of keto acids and imino acids. In in vitro model experiments 
Knoop and Oesterlin (15) have shown that imino acids are very readily 
reduced by hydrogen in the presence of a catalyst such as platinum ani 
have suggested that various oxidizable substances, including pyruvic acid, 
might serve in place of hydrogen as the reducing agents in vivo.“ 

(italics added) 

Der Zweck dieser ,,Bemerkungen“ war, die Grundlagen 
unserer Auffassung in dem Absatz unserer angefiihrten Mitteilung 
darzulegen. Wir begriiBen die im vorstehenden erschienene Notiz 
von Knoop, dean sie betont in noch héherem Mafe die Wichtig- 
keit der Acetylierungsreaktion, und man kann nun daran gehen, 
die verschiedenen Stufen des Mechanismus dieser Reaktion im 
Tierkérper auszuarbeiten und die Acetylierung im intermediiiren 
Stoffwechsel im allgemeinen zu erforschen. 


Wie das Mifverstiindnis von du Vigneaud und Irish zu- 
stande kam, laBt sich nach obigen Ausfiihrungen gut verstelhien, 
und ich kann nur bedauern, mich nicht klarer ausgedriickt zu 
haben. Die Acetylierung von Iminosaiuren durch Brenztrauben- 
siure war 1910 wohl die erste gekoppelte Reaktion, die fiir den 
Tierkérper beschrieben war. Wenn inzwischen in Vortrigen und 
sogar in mir zugegangenen Manuskripten die Auffassung aus- 
gesprochen wurde, daB ich meine Deutung der erhobenen Befunde 
jetzt als unrichtig ansehe, so mute ich dem entgegentreten. 
Das aindert nichts an dem Wert der erfreulich kritischen Arbeit 
der amerikanischen Kollegen. Knoop. 
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Uber 4”4-Cholestadien 
und seine photochemische Umwandlung. 
Von 


Adolf Butenandt und Helmut KudBus. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mai 19338.) 


Kine soeben zu unserer Kenntnis gelangte Notiz von K.L.Skau 
und W. Bergmann!) iiber die photochemische Oxydation von 
4*4.Cholestadien veranlaBt uns, kurz iiber gleichartige Beob- 
achtungen zu berichten, die wir im Rahmen von systematischen 
Untersuchungen iiber héher ungesiittigte Steroide gemacht haben. 

Wir haben das von H. E. Stavely und W. Bergmann’) be- 
schriebene 4*4-Cholestadien (I) aus Cholesterin durch Wasser- 
abspaltung mit Aluminiumoxyd dargestellt. Eine Reihe von Serien- 
versuchen haben uns gezeigt, daB die Wasserabspaltung bevorzugt 
in der gewiinschten Richtung erfolgt, wenn man ein Aluminium- 
hydroxyd p. A. (Friinkel & Landau) verwendet, das 10 Stunden 
auf 240° erhitzt und unmittelbar daraut mit dem Cholesterin 
verrieben wurde. Durch Erhitzen des Gemisches auf 200—220° 
und durch Destillieren bei 260—270° in einem Vakuum yon 
| mm wurde ein Cholestadien mit dem konstanten Schmelzp. 61° 
unkorr.) und der optischen Drehung [e]'* =-+ 114° (in Chloro- 
form) erhalten; es zeigt ein charakteristisches Absorptionsspektrum 
im Ultraviolett mit einem Maximum um 260 mu. Diese Eigen- 
schaften sind in Ubereinstimmung mit den von Stavely und 
Bergmann?) fiir 4*4-Cholestadien (I) gemachten Angaben; nach 


den neuesten Erfahrungen von Skau und Bergmann’) ist es 


jedoch wahrscheinlich, daB in diesem 4*4-Cholestadien noch 


Anteile an Cholesterylen (II) enthalten sind, die nur schwer 
entfernt werden kénnen. Fiir ein sehr sorgfiltig fraktioniertes 


') J. Amer. Chem. Soc. 60, 986 (1938). 
*) J. Organie. Chem. 1, 575 (1987). 





I] Adolf Butenandt und Helmut KudBns, 


Praparat geben die Autoren jetzt einen Schmelzpunkt von 68,5" 
und eine optische Drehung [a]? = + 168,5° (in Ather) an. 


C,H,, C,H,,. 
CH, | CH, | 
ae Fi ia 
I CH, | —} oy CH, | 
| 
“ae ae on” alll 


Setzt man das 4? 4-Cholestadien (I) vom Schmelzp. 61° (unkorr, 
in absolut alkoholischer Lésung in Gegenwart von Eosin uni 
Luft der Kinwirkung des Sonnenlichtes aus, so addiert es 2 Atome 
Sauerstoff und geht in Analogie zum Ergosterin®) in ein gut 
krystallisiertes photochemisches Umwandlungsprodukt C,,H,,0) 
iiber, das aus Chloroform—Alkohol in langen weiBen Nadeln you 
Schmelzp. 167° (unkorr.) und einer optischen Drehung [e]"’ = 
+ 140,5° erhalten wurde; es zeigt im Ultraviolett eine nur geringe 
Absorption um 238 my und ist vermutlich ein stabiles Peroxy( 
des 4*4-Cholestadiens. Skau und Bergmann!) beschreiben ohne 
nihere Angabe der verwendeten Versuchstechnik ein auf prinzipiell 
gleiche Weise dargestelltes Peroxyd, dem sie den Schmelzp. 118, 
bis 121,5° und die optische Drehung [@}** = + 52,8° zuerteilen. 
Worauf der Unterschied in den Kigenschaften der beiden Priiparate 
zuriickzufiihren ist, bedarf der Untersuchung. 

Wir sind mit Versuchen zur weiteren Abwandlung des 
A*4-Cholestadiens und seines photochemischen Oxydations- 
produktes sowie mit der Ubertragung der Reaktionen auf die 
Steroide der Keimdriisenhormon-Gruppe beschiftigt. Die Reaktions- 
produkte sollen auf ihre physiologischen Wirkungen gepriift werden. 

Von den bisher vorliegenden biologischen Priifungen, ie 


H. Friedrich-Freksa durchgefiihrt hat, sei folgendes mitgeteilt: 


Das A*”4-Cholestadien und das oben beschriebene Peroxyd vou 
Schmelzp. 167° wurden in 0,5°/,iger benzolischer Liésung auf die 
Riickenhaut von Miusen aufgetragen; es wurde 2 mal wochentlic! 
ein Tropfen (etwa 8 cmm) verabfolgt. Die erst seit 6 Wochen a 


40 Tieren laufenden Versuche haben ergeben, daB beide Stotfe eine 
hautreizende Wirkung zeigen, die zum Haarausfall und zu einer 


leichten Hyperkeratose der Haut fiihrt. Diese Wirksamkeit 1s! 
beim Cholestadienperoxyd wesentlich stirker ausgeprigt als beim 


Windaus u. Brunken, Liebigs Ana. 460, 227 (1928). 






































Uber 4*%4-Cholestadien und seine photochemische Umwandlung.  [[] 


DS,5! 
Dien. Kine fiir cancerogene Stoffe (Benzpyren, Methylcholanthren) 
bereits in diesem Zeitpunkt charakteristische Hyperimie und 
Li *° : . . . . ‘ 
Qdembildung im Unterhautbindegewebe war bei den mit 4” 4-Chole- 
stadien und seinem Peroxyd behandelten Tieren nicht zu erkennen. 
Die Versuche werden fortgesetzt. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der 
Schering A.-G., Berlin, danken wir fiir die Unterstiitzung 
unserer Arbeiten. 
Orn, 
und & Beschreibung der Versuche. 
7 4? 4-Cholestadien. 15g Aluminiumhydroxyd p. A. (Friinkel & Landau) 
Sut werden 10 Stunden im Trockenschrank bei 240° getrocknet und sofort 
44, MB nach dem Abkiihlen mit 10 g Cholesterin verrieben. Die Mischung wird 
von | in einem Sibelkolben bei einem Druck von 1mm Hg langsam auf 200° 
» . —  erwiirmt und 2 Stunden auf dieser Temperatur gehalten. Anschliebend wird 
» ~~ das Cholestadien durch Erhitzen auf 260—270° iiberdestilliert. Das dlige 
nse HM =§=s Destillat wird aus Ather, Aceton und Alkohol umgelést. Schmelzp. 61° 
xy (unkorr.), [aji8 = + 114°. Ausbeute 3,5 ¢. Das Dien zeigt ein Maximum der 
hne {| Absorption um 260 mu. 
niell 2,699 mg Subst.: 8,660 mg CO,, 2,940 mg H,0. 
ls C.,H,, Ber. C 87,96 H 12,04 Gef. C 87,51 H 12,18. 
Ten, Peroxyd des 4**-Cholestadiens. 3,6 g 4*‘-Cholestadien (Schmelz 
rate Me = punkt 61°) werden in 900 ccm absolutem Alkohol unter Erwiirmen gelést. 
Die Lésung wird nach dem Erkalten mit 15 mg Losin versetzt und in 
des ME seinem 38 Liter-Erlenmeyerkolben 14 Tage der Sonnenbestrahlung im Freien 
a ausgesetzt. Teile des sich bildenden Peroxydes scheiden sich wihrend der 
Bestrahlung in kleinen Rosetten aus; die restlichen Anteile werden dadurch 
die gewonnen, daB man die Reaktionslésung auf 150 ccm einengt und 1—2 Tage 
ns- @ bei —10° aufbewahrt. Das ausfallende Rohprodukt zeigt einen Schmelz- 
ell. punkt von 160°. Es wird durch Umlésen aus Chloroform—Alkohol gereinigt 
die und kann in langen weiBen Nadeln vom Schmelzp. 167° (unkorr.) erhalten 
‘I werden. Ausbeute 1,1 g. [a]??? = + 140,5° (in Chloroform). Das Absorptions- 
Lt: 


|  spektrum zeigt — ihnlich wie Cholesteryl-chlorid — ein schwaches Maximum 
Ol = §=6bei 238 mu. 


4,730 mg Subst.: 13,995 mg CO,, 4,700 mg H,0. 
C,H,,0, Ber. C 80,94 H 11,07 Gef. C 80,71 H 11,12. 


Die Absorptionsmessungen wurden von H. Dannenberg durehgefiihrt. 





